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Résume
La maladie d'Alzheimer est une maladie neurologique dégénérative chronique qui affecte le
systeme nerveux central et endommage la mémoire en raison de nombreux facteurs
environnementaux et génétiques. Certaines études épidémiologiques et toxicologiques récentes
ont montré que parmi les facteurs environnementaux pouvant étre causés par ceux liés a
I'exposition a des pesticides de toutes sortes, en particulier pendant une longue période et en
petites quantités. Dans la premiére partie de cette expérience, nous avons examiné I'évaluation
de la neurotoxicité d'un insecticide de classe spinosynes, le spinosad, & une dose de 0,25
mg/kg/jour oralement approuvée récemment en Algérie. Quant a la deuxiéme partie, elle
évalue l'effet préventif et curatif d’Ephédra sinica sur cette toxicité a la dose de 100
mg/kg/jour par voie orale. Cette expérience a été réalisée en laboratoire sur 24 rats males de la
classe Wistar comme modele animal d'expérimentation, répartis en 4 groupes avec 6 rats
:groups témoins, groupe traité par l'extrait de /’éphédra sinica, groupe traité par le spinosad et
groupe traité par un mélange de 1’extrait et le spinosad , pendant un mois, notre étude a ciblé
plusieurs axes d'expérimentation de base, a commencer par I'évaluation du travail du vecteur
des enzymes cellulaires, comportement nerveux, étude histologique. Des tests sanguins ont été
nécessaires pour confirmer cette neurotoxicité aprés expérimentation. Les résultats ont montré
une sorte de neurotoxicité de ce pesticide utilisé dans I'expérience, a travers une diminution
sévere du taux de croissance du corps observé par le changement de perte de poids du
comportement mental et de I'humeur qui manifeste des cas de trouble d'anxiété et de
comportement agressif, un manque de mémoire et une fonction de mémorisation, comme l'a
révélé notre étude biochimique. Sur un autre plan le suivi des biomarqueurs de stress a révélé
d’ importants effets pour la molécule, qui se sont manifestées par une induction des activités
MDA, GPx, et une diminution des taux de GSH, CAT, GST et une diminution du niveau de
protéines cérébrales et le Spinosad ont également entrainé des changements dans les activités
enzymatiques (MDA, GPx, GST, GSH, CAT) et une diminution de I’activité acétylcholine
estérase Ache. Quant a I'étude histologique, présente des modifications structurales de la forme
de cerveau avec des taches noires qui peut étre les restes d’une destruction tissulaire par
I’insecticide. Quant a les testes hématologiques, nous avons constaté un exces de glycémie et
de cholestérol dans le sang et I'urée. Sur un autre plan, nous avons évalué les effets préventifs
de I’Ephédra sinica sur les paramétres récents aprés le traitement par ’insecticide. A un autre
niveau, les effets préventifs de la brousse traitée de cette toxicité ont été confirmés par les
résultats obtenus, qui confirment l'efficacité de cette plante. Comme les résultats des
expériences ont enregistré une amélioration du poids des animaux et une augmentation du
pourcentage de proteines, nous avons également observé une diminution du ratio de MDA,
GPx et une augmentation de GSH, GST, CAT et Ache. D'autre part, nous avons remarqué une
diminution de la glycémie, du cholestérol et de Il'urée.

Mots-clés : Alzheimer, Spinosad, Ephédra sinica, Neurotoxicité, Cerveau




Abstract

Alzheimer's disease is a chronic degenerative neurological disease that affects the central nervous
system and damages memory due to many environmental and genetic factors. Some recent
epidemiological and toxicological studies have shown that among the environmental factors that can be
caused by those related to exposure to pesticides of all kinds, especially for a long time and in small
quantitie. In the first part of this experiment, we examined the evaluation of the neurotoxicity of a
spinosyn class insecticide, spinosad, at a dose of 0.25 mg/kg/day orally approved recently in Algeria.
As for the second part, it assesses the preventive and curative effect of Ephedra sinica on this toxicity at
a dose of 100 mg/kg/day orally. This experiment was carried out in the laboratory on 24 male rats
divided into 4 groups with 6 rats: control groups, group treated with the extract of the ES, group treated
with S and group treated with a mixture of E + S, for one months, our study targeted several basic areas
of experimentation, starting with the evaluation of the work of the vector of cellular enzymes, nervous
behavior, histological study. Blood tests were necessary to confirm this neurotoxicity after
experimentation. The results showed a kind of neurotoxicity of this pesticide used in the
experiment, through a severe decrease in the rate of growth of the body observed by the change
in weight loss of mental behavior and mood manifests cases of disorder. anxiety and
aggressive behavior, poor memory and a memory function, as our biochemical study revealed.
On another level, the monitoring of stress biomarkers revealed important effects for the
molecule, which were manifested by an induction of MDA, GPx activities, and a decrease in
the levels of GSH, CAT, GST and a decrease in the level of brain proteins and spinosad have
also resulted in changes in enzyme activities (MDA, GPx, GST, GSH, CAT) and a decrease in
acetylcholine esterase AchE activity. As for the histological study, presents structural changes
in the shape of the brain with black spots which may be the remains of tissue destruction by the
insecticide. As for the hematological tests, we found an excess of glycemia and cholesterol in
the blood and urea. On another level, we evaluated the preventive effects of Ephedra sinica on
recent parameters after treatment with the insecticide. Our results have shown that
Ephedra sinica corrects various disturbed parameters and eliminates the toxicity of
Spinosad either individually or as a mixture. On another level, the preventive effects of the
treated bush of this toxicity have been confirmed by the results obtained, which confirm the
effectiveness of this plant. As the results of the experiments recorded an improvement in the
weight of the animals and an increase in the percentage of proteins, we also observed a
decrease in the ratio of MDA, GPx and an increase in GSH, GST, CAT and Ache. On the
other hand, we have noticed a decrease in blood sugar, cholesterol and urea.

Keywords: Alzheimer, Spinosad, Ephedra sinica, Neurotoxicity, Brain.
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Introduction

Introduction

L’intensification et le maintien d’une production agricole conséquente nécessite a 1’usage de
produits phytosanitaires destiné a protéger les cultures contre des agents extérieurs non
désirables (Queyrel, 2014). Le terme “pesticide™ est une appellation générique couvrant
toutes substances ou produits utilisés dans 1’agriculture et dans d’autres secteurs pour
combattre les prédateurs des cultures, des produits agricoles ou encore pour protéger les
espaces publics contre les insectes, les végétaux, les animaux ou les microorganismes
nuisibles (Gasmi, 2018). Par contre, ils sont considérés comme des facteurs de risque pour la
sant¢ chez I’homme. De nombreuses études épidémiologiques montrent en effet une
association entre 1’exposition professionnelle aux pesticides et 1’apparition de pathologies
graves telles que certains cancers, maladies neurodégénératives, comme les maladies de
Parkinson et d’Alzheimer. Au sein de la famille des pesticides, les insecticides sont souvent
les plus incriminés pour leur caractére neurotoxique. Néanmoins, leurs mécanismes de
neurotoxicité et leur impact en santé publique demeurent largement inexplorés (Payrastre,
2019 ; Thany et al., 2013)

Sont nommeés insecticides, les substances actives ayant la propriété de tuer les insectes, leurs
larves ou leurs ceufs, mais aussi plus généralement les arthropodes. Ils sont classés par famille
en fonction de leur mode d’action. Les cibles potentielles des insecticides sont nombreuses:
systeme nerveux central, le métabolisme respiratoire ou le métabolisme hormonal (Vanessa,
2014). lls sont capables de tuer des insectes en pénétrant dans leur corps par contact direct
(entrée cutanée), orale et/ou respiratoire. La plupart des insecticides chimiques utilisés
aujourd’hui sont des neurotoxiques, et agir en empoisonnant le systéme nerveux de
I'organisme cible (Jose et al., 2017). Au cours de ces derniéres années de nombreuses
familles d’insecticides sont apparues. Elles peuvent €tre classées par groupe selon leurs modes
d’action et la cible visée. Ces cibles sont variées et correspondent a des enzymes, des
protéines, des canaux, des récepteurs....etc. Le récepteur nicotinique a 1’acétylcholine
(nAChR) est la cible des néonicotinoides et de spynosynes (Fanny L, 2013). La neurotoxicité
de ces insecticides se manifeste par le blocage de la propagation de I’influx nerveux au niveau
des neurones et des synapses, tant au niveau du systéme nerveux central que périphérique.
Action sur la transmission axonale de I’influx nerveux comme la famille des organochlorés, et
les pyréthrinoides de synthese. Action sur les synapses et les neuromédiateurs comme
organophosphorés et carbamates agissent au niveau des synapses cholinergiques, et les

néonicotinoides, chloronicotiniles, spinosoides et la nicotine ont une action similaire car ce
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sont des agonistes du récepteur cholinergiqgue Les symptdmes d’intoxication par les
substances neurotoxiques sont les suivants: periode de latence, hyperexcitation, manque de

coordination, tremblements, convulsions, prostration, mort (Dorothée, 2011).

Les spinosynes sont un grand groupe de composés lactoniques macrocycliques qui ont une
activité insecticide a large spectre. Elles sont issues de la fermentation de Saccharopolyspora
spinosa et sont actifs contre de nombreuses espéces de ravageurs economigquement
importants. Les spinosynes les plus abondantes du bouillon de fermentation sont la spinosyne
A et la spinosyne D, collectivement appelé spinosad, et comprennent 1’ingrédient dans les
produits de spinosad (Ted et al., 2019).Le spinosad fournit un contréle trés efficace des
insectes nuisible agricoles de nombreux corps en raison de ses caractéristiques uniques ciblant
I’acétylcholine nicotinique (Yang et al., 2019). Le spinosad posséde un mode d’action de

type neurotoxique nouveau et unique (Maiza et al., 2011)

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, le terme de démence est défini comme «un
syndrome, généralement chronique ou évolutif, dans lequel on observe une altération de la
fonction cognitive, plus importante que celle que 1’on pourrait attendre du vieillissement
normal. Elle affecte la mémoire, le raisonnement, 1’orientation, la compréhension, le calcul, la
capacité d’apprentissage, le langage et le jugement ; la conscience, elle, n’est pas touchée». Il
existe différents types de démence tel que les démences vasculaires, les démences a corps de
Lewy, les dégénérescences lobaires frontotemporales ainsi que la plus connue et la plus
fréquente : la maladie d’Alzheimer (Alice, 2016). La maladie d’Alzheimer (MA) est une
maladie neurodégénérative a progression lente trouble qui commence par une légére perte de
mémoire et se termine par de graves altération des fonctions exécutives et cognitives
(Hansruedi et al., 2019). La MA se caractérise par plusieurs aspects, a la fois cliniques,
structurels,  fonctionnels, et physiologiques (Laure, 2012). L'altération de la
neurotransmissine de l'acétylcholine centrale (ACh) due a la dégénérescence neurale est
considérée comme une principale caractéristique neuropathologique de la maladie
d'Alzheimer (Singh et al., 2010), qui touche 4 millions de personnes a travers le monde (100
000 cas en Algérie) dont 20 % ont plus de 85 ans. Un nouveau cas est diagnostiqué toutes les
sept secondes, et il est probable que cette fréquence augmente dans les années a venir a cause
du vieillissement de la population. A I’heure actuelle, il n’existe pourtant aucun traitement
curatif. Seules des stratégies destinées a atténuer les symptdmes de la maladie sont proposeées.

L’une d’elles consiste a augmenter le taux d’acétylcholine dans le cerveau en inhibant
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I’acétylcholinestérase, enzyme responsable de la dégradation de ce neurotransmetteur
(Lamamra, 2018).

Les plantes constituent un réservoir de composés biologiquement actifs ayant été utilisés par
I’Homme depuis I’aube de I’Humanité. Le développement des connaissances médicales et
chimiques ont permis a I’Homme d’en faire des médicaments (Meriane, 2018). lls produisent
un grand nombre de métabolites secondaires, avec une large gamme de propriétés
pharmacologiques et toxicologique .Actuellement si on évalue environ 500000 espéces
végétales dans le monde, un nombre relativement infime a été étudié sur le plan chimique ou

pharmacologique (Boughrara, 2016)

Ephedra sinica, une plante importante de la médecine traditionnelle chinoise, contient un
complexe meélange d'oligoméres de proanthocyanidine comme principaux constituants ;
cependant, seuls les composants mineurs ont été chimiquement caractérisés (Orejola et al.,
2017), il utilisée depuis des milliers d’années pour ses qualités médicinales en tant que
diaphorétique, diurétique, anti asthmatique pour traiter les allergies, 1’asthme, la pneumonie,
la bronchite (Yonggang et al., 2011). Tous les tissus aériens de cette plante accumulent les
alcaloides de I'éphédrine, les tiges accumulant les quantités les plus élevées, jusqu'a 3% du
poids sec (Kilpatrick et al., 2016). il y a plusieurs familles d’alcaloides ayant des propriétés
biologiques intéressantes, en particulier les alcaloides d’ Amaryllidaceae (Ex: la galanthamine,
inhibiteur de [D’acétylcholinestérase, intéressante pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer), les morphinanes (Ex: la morphine, puissant analgésique utilisé en médecine),
les strychnos (Ex: la strychnine, poison puissant agissant sur le systéme nerveux central), les
alcaloides d’Aspidosperma ou pseudo iboga (Ex: la vindoline, précurseur synthétique de la

vinblastine, médicament utilisé dans le traitement de certains cancers) (Dunet, 2009).

Dans ce contexte le présent travail est consacré a présenté 1’effet neuro-protecteur anti-
Alzheimer de 1’extrait de ephedra sinica contre la toxicité de spinosad chez les rats. Ce travail

est structuré en deux parties :

v La premiere partie est théorique. Elle est consacrée aux rappels bibliographiques sur les
pesticide en générale particulierement le Spinosad et leur propriétés et toxicité, suivi par
une vue sur la maladie d’Alzheimer physiopathologie, diagnostic, les stades, traitement. A
la fine de cette partie nous évoquons [’ephedra sinica sa classification, composition

chimique, et leur utilisation.
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v La deuxiéme partie pratique décrit les matériels et les méthodes d’extraction, traitement
des rats, le dosage et 1’évaluation des activités antioxydants et de ’effet de [’Ephedra
sinica sur la toxicité de Spinosad et la présentation des résultats obtenus et leurs
discussions. Elle est aussi conclure par conclusion et perspectives de cette étude.
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Chapitre | Les Pesticides

1. Généralités sur les pesticides

1.1. Définition
Le terme pesticide dérive du « Pest », mots anglaise désignant tout organisme vivant
(virus, bactéries, champignons, herbes, vers, mollusques, insectes, rongeurs, mammiféres,
oiseaux), et le terme «-cide» vient du mot latin qui signifie «tuer» (Saadane, 2018 ;
Avyilalath et Jyothis, 2020). Un pesticide (ou biocide) est un produit chimique organique ou
minéral, utilisé pour empécher d’agir, détruire ou neutraliser un ravageur, un vecteur de
maladie humaine ou animale, une espéce végétale ou animale nocive (Hocinat, 2018 ;
Belhaouchet, 2014). Ce terme désigne assez clairement la notion de toxique pour la vie
(Marie, 2019). Ils sont largement utilisés en agriculture pour contrdler tous les insectes dans
le monde avec plus de 10000 formulations commerciales d'environ 450 composés pesticides
actuellement utilisés (Gasmi et al., 2017).
1.2. Classification des pesticides
Les pesticides présentent une trés grande diversité de caractéristiques physiques,
chimiques, structurales et fonctionnelles et identiques les unes des autres. Par conséquent, ils
sont classés en fonction de ces propriétés (Rajveer et al., 2019 ; Gaélle, 2014). Il y a
plusieurs facons pour les pesticides d'entrer dans la cible des organismes tels que les poils
gastriques systémiques. Aussi, comprendre le la nature des ingrédients actifs, y compris leur
efficacité, leur et les propriétés chimiques sont essentielles pour regrouper les pesticides basés
sur la composition chimique (Nurul et al., 2019). De plus, le mécanisme d’action de certains
pesticides n’est pas complétement élucidé (Gasmi, 2018).
1.2.1. Selon leur cible
Les pesticides peuvent étre classés en fonction du type d’organisme qu’ils combattent
(tab.01), ils pourraient étre des herbicides ont été créés pour lutter contre les especes végétales
adventices, des insecticides luttent contre les insectes, des fongicides eux sont destinés aux
champignons, des acaricides pour tuer les acariens, en hélicides ou molluscicides pour
éradiquer les nématoceres, rodenticides ou raticides pour combattre les rongeurs vertébres, etc
(Cruz, 2015 ; Utip et al., 2013 ; Gasmi, 2018).
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Tableau 01. Classification du pesticide en fonction de leur cible (Ayilalath and Jyothis, 2020).

Type de pesticide Cible

Bacteéricide Bacteries

Défoliant Feuillage des cultures
Déshydratant Sechage des cultures
Fongicide Champignons
Herbicides Plantes

Insecticides Insectes

Acaricides Acariens et tiques
Molluscicides Limaces et escargots
Nematide Nematodes
Rodenticide Rongeurs

1.2.2. Selon la toxicité

Cette classification est basée sur le danger que présentent les pesticides a court terme
(toxicité aigué€) apres 1’utilisation d’une dose létale DLsg, tandis qu'une exposition répétée a
un pesticide fait Toxicité chronique. Le mode d'entrée des pesticides dans le corps, comme
par voie orale, par voie cutanée ou par inhalation, peut déterminer la DLso. Ce détail est
estimé a humains. La valeur inférieure de DLsg signifie que le pesticide est plus toxique pour
I'hnomme (Mairif ,2015 ; Ayilalath et Jyothis, 2020). En fonction du niveau de toxicité, les

pesticides sont classés et indiqués par mots appropriés (tab. 02).
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Tableau 02. Classification basée sur la toxicité des pesticides (Ayilalath et Jyothis, 2020).
Catégories Propriétés

Contenir des mots indicateurs - Danger / poison

De plus, un symbole de crane et d'os croisés est requis sur les étiquettes pour pesticides de

Categories | ) _ ) ) o
catégorie I, qui sont décrits comme hautement toxiques. Ces pesticides ont une DLx, orale
aigué comprise entre 0 et 50 mg/kg
Contenir un mot d’avertissement — avertissement
Catégorie 1l Les pesticides de cette catégorie sont décrits comme modérément toxiques et a une DLsg
orale aigué comprise entre 50 et 500 mg/kg
L Contenir un mot d'avertissement — Attention
Catégorie 111 o o ] o .
Pesticides lIégérement toxiques avec une DLs, orale aigué de 500 a 5000 mg/kg
o Contenir un mot d'avertissement — Attention
Catégorie IV

Pesticides a tres faible toxicité qui a une DLsg orale aigué supérieure plus de 5000 mg/kg

1.2.3. Classification selon le groupe chimique

Les pesticides peuvent étre classés selon leur nature chimique (organochlorés,
organophosphorés, thiocarbamates, pyrethroides synthétiques, phenylamides, triazine,
phenoxyalkonates, phtalimides, dipyrides, ...). Ces familles sont établies en fonction du
groupe fonctionnel principal de la molécule, ce qui est utile pour comprendre ses propriétés
physico-chimiques mais non suffisant (Marie, 2019, Crux, 2015; Nurul et al., 2019 ;
Roknul et al., 2020).

1.2.4. Selon leur persistance dans I’environnement
Les pesticides sont classés en deux types principaux :
- Les polluants organiques persistants (ou POP en abrégé) : se dégradent lentement dans
I’environnement. Selon la Convention de Stockholm 55 qui vise a interdire certains de ces
produits, ils sont persistants, bioaccumulables, toxiques et mobiles. La classification de
Polluants Organiques Persistants (POPs) regroupe tous est polluants conservatifs (HAPS,
PCBs, dioxines, furans, dieldrine, chlordane, DDT, HCH, HCB, lindane, endrine, aldrine,
Mirex, toxaphene, chlordeone, heptachlore) (Nicolas, 2020 ; Belhaouchet, 2014).
- Les polluants non conservatifs (non persistants) : qui, a terme, disparaissent : ce sont la
matiére organique, les sels nutritifs, les bactéries, les virus, les polluants organiques
biodégradables (certains hydrocarbures, détergents et produits phytosanitaires) (Belhaouchet,
2014).

10
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1.3. Utilisation des pesticides

Les pesticides sont essentiels a la production agricole moderne car ils peuvent efficacement
réduire ou contréler une variété de ravageurs agricoles qui peuvent endommager les cultures
et le bétail et diminuer la productivité agricole, pour améliorer les rendements des cultures
(Avyilalath et Jyothis, 2020). L'utilisation de ces produits a augmenté au cours des derniéres
décennies, et I’impact potentiels de ces contaminants sur les aliments et 1'environnement le
diabete, les troubles génétiques, le cancer et la neurotoxicité (Roknul et al., 2020).

L’année 2012 par exemple a été marquée par une vague de froid en février, un printemps
pluvieux et une fin d’ét¢ chaude, ce qui a eu pour conséquence d’augmenter la pression des
maladies fongiques, et donc le recours aux fongicides (Crux, 2015). lls sont notamment
largement utilisés en agriculture pour protéger les cultures, une protection souvent nécessaire
et parfois obligatoire (Mamane, 2015). Les pesticides se sont révélés étre un outil essentiel en
agriculture et santé publique. Le fait est cependant que les cibles des pesticides sont souvent
partagées entre les ravageurs et espeéces non ciblées, y compris les humains. C’est
particulierement vrai pour l'organochloré neurotoxique, organophosphoré, et les pesticides
pyréthrines (Jason et al., 2019).

1.4 Pesticides dans I’environnement

Bien que les principales cibles des pesticides soient les végétaux, il est estimé que
seulement 0,1% des quantités appliquées atteignent ceux-ci. Les voies de dispersion et de
transfert sont nombreuses (fig.01) .Les gouttelettes de pesticides peuvent atteindre
directement le sol sans étre stoppées par le feuillage, ou alors indirectement, lorsque la pluie
va lessiver les gouttelettes, non encore absorbées par les feuilles. Lors de I’application, les
pesticides peuvent étre entrainés par dérive loin des zones de culture visées ou étre
directement volatilisés vers 1’atmosphere. La revolatilisation a partir du sol et des végétaux
joue également un role important dans la contamination de 1’air. Enfin, le lessivage et le
ruissellement, lors des précipitations, vont entrainer la contamination des eaux de surface et
souterraines (Belhaouchet, 2014).

Deux voies d’entrée principales dans les sols existent pour les pesticides : une voie
directe, correspondant a la fraction de pesticide non interceptée par la couverture végétale lors
de I’épandage, et une voie indirecte, via les plantes. Une fois sur le sol, les pesticides
subissent différents processus influencant leur transport (adsorption, volatilisation, lixiviation
et lessivage sur la surface du sol) et leur persistance (transformations/dégradations biotique et

abiotique). Le devenir des pesticides est ainsi dependant des propriétés physico-chimiques

11
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propres de chaque molécule, des propriétés du sol et des conditions climatiques (Carles,
2016).

| armoseuere |
Volatilisation
Revolatilisation
Dérive [s APPUCM’ION J
4 Précipitations
Dépots sur la .
cible
, : CULTURES | MWT
\ - :1 F = . v ¢ .
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. L4 ; ‘ .
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Figure 01. Classification basée sur la toxicité des pesticides (Belhaouchet, 2014).
1.5. Modes d’expositions aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi dans divers
secteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire.
Des problémes de résidus dans les légumes, les fruits etc., sont aussi mis en évidence (Gasmi,
2018). Les pesticides et leurs résidus ne représentent donc qu’une part des « toxiques » que
nous ingérons, 1’ingestion ne représentant ailleurs pour les pesticides qu’une des voies de
pénétration, la voie respiratoire ou cutanée étant celle a laquelle sont essentiellement exposés

les professionnels, producteurs et utilisateurs (Saadane, 2018).

Les pesticides peuvent contaminer les organismes vivants via multiple voies d’exposition

(fig.02).

12
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Figure 02. Modes d’exposition des organismes vivant aux pesticides (Gasmi, 2018).
2. Insecticides
2.1. Définition des insecticides

Les insecticides sont des substances qui permettent 1’élimination des arthropodes. Ils
peuvent étre utilisés contre les larves et/ou les ceufs (larvicides) ou encore contre les adultes.
Ils doivent étre nocifs vis a vis des insectes ravageurs mais aussi relativement inoffensifs pour
les organismes non cibles (Fanny, 2013). Les insecticides luttent contre les insectes, en
bloguant leur développement, en empéchant leur reproduction ou en interférant avec leur
systeme nerveux (Cruz, 2015). Cependant, la majorité de ces produits sont toxiques et
difficilement biodégradables. Leur utilisation excessive peut entrainer des risques et quelques
fois des conséquences néfastes pour toutes les composantes de 1’environnement (Hamlet et

al., 2019).
2.2. Les différentes familles d’insecticides et leurs modes d’action

Au cours de ces derniéres années de nombreuses familles d’insecticides sont apparues.

Elles peuvent étre classées par groupe selon leurs modes d’action et la cible visée (Fanny,

2013).
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Tableau 03. Liste des principales classes d’insecticides utilisées a ce jour (Fanny, 2013).

Cible

Croissance et

développement

Respiration

cellulaire

Intestin

Systeme

nerveux

14

Action

Biosynthese de la chitine

Récepteur a I’ecdysone

ATP synthase mitochondriale

Transport des électrons dans la

mitochondrie

Acétyl CoA carboxylase

Canal sodium voltage-

dépendant

Acétylcholinestérase

Récepteur nicotinique a

I’acétylcholine

Récepteur GABA ergique

Récepteur a I’octopamine

Recepteur a la ryanodine

Familles

Benzoylurées

diacyllydrazines

organochloreés

pyréthrinoides
Organophosphores
carbamates
Néonicotinoide

spinosynes

phénylpyrazoles

organochlores

diamines

Exemples de

molécules

Chlorfluazuron,

diflubenzuron,

Chromafénozide,

halofénozide
Azocyclotine,

cyhexatine

Acequinocyl,
phosphine
Spirodicloféne,
spiromésiféne
Bacillus
thuringiensis
DDT,

méthoxychlore

Deltaméthrine
Malathion, parathion
Carbaryl, thiocarbe

Acétamipride

Spinosad,

spinétorame
éthipole, fipronil

Chlordane
Amitraze

chlorantraniliprole
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3.Spinosynes

Les spinosynes sont un grand groupe de composés lactoniques macrocycliques qui ont
une activité insecticide a large spectre, qui sont non volatils, ont une faible solubilité dans
I'eau, résistent a I'nydrolyse jusqu'a pH 5 qui augmente lentement au-dela de ce pH et
montrent une photolyse aqueuse rapide a pH 7,0 et ont une demi-vie inférieure a un jour6 Ces
caractéristiques le rendent idéal pour une utilisation comme larvicide .Elles sont issues de la
fermentation de Saccharopolyspora spinosa et sont actifs contre de nombreuses espéces de
ravageurs economiquement importants. Les spinosynes les plus abondantes du bouillon de
fermentation sont la spinosyne A et la spinosyne D, collectivement appelé spinosad, et
comprennent 1’ingrédient dans les produits de spinosad (Ted et al., 2019 ; Kamaraju et
Poonam, 2018).

3.1. Exemple de spinosynes (Spinosad)

De nouveaux insecticides synthétiques ont été développés ces derniers temps décennies, et
de nombreux insecticides conventionnels ont été supprimés du marché mondial. Spinosad,
une molécule du groupe des spinosynes, est une lactone macrocyclique qui agit a travers
contact et ingestion chez les insectes (Valdeir et al., 2020). Spinosad est le premier membre
de la classe Naturalyte Dow Agro science des insecticides et c'est un mélange de les
neurotoxines seront tétra macrolides cycliques (Belhaouchet et al ., 2012). Le spinosad est un
mélange de produits naturels de deux composes, le spinosyne A (le composant principal) et le
spinosyne D (le composant mineur), qui est synthétisé a partir du processus de fermentation
aérobie produit par l'actinomycéte du sol Saccharopolyspora spinosa, est l'un des
bioinsecticides les plus utilisés aujourd'hui (Enric Urefia et al., 2018 ; Renan et al., 2019 ;

Vanessa et al., 2019 ; Kamaraju et Poonam, 2018).

Le spinosad est caractérisée par les parametres physicochimiques et toxicologiques

résumeés dans le tableau si apres.
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Tableau 04. Propriéetés structurales et physicochimiques du spinosad (Vanessa et al., 2019 ;
Breslin et al., 2000 ; Vanessa et Boscolli, 2019 ; Belhaouchet ,2014).

Nom commercial Natular DT; Chemical Ab- stract Service [CAS]

131929-60-7 - Spinosyn, utilisé par I'OMS Liste

Numéro d'enregistrement o
aigué

Origine microbienne Saccharopolyspora spinosa

85% spinosyn A

Mélange _
15% spinosyn D
Formule chimique Cg3H132N2020
Masse molaire 1477.9g/mol
Solubilite Spinosyn A soluble (pH 9) a trés soluble (pH 5 a 7)
Spinosyn D insoluble (pH 9) a soluble (pH 5)
Couleur Blanc cassé a ocre
Odeur Odeur faible de peinture au latex
Suspension liquide 480 g/litre de matiére active
Point d’¢ébullition 100°C
Ph 7.69
Densité 1,09 g/ml a 20°C
DLso DLso> 3738 mg /kg chez le rat
CLso > 5.18 mg/l air chez le rat (par inhalation)

3.2. Propriétés des spinosad

Structurellement, le spinosyne A et le spinosyne D different uniquement par la
présence d'un groupe méthyle en C6 (fig.03) (Vanessa et Boscolli, 2019).
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o CH;___ ocH
(CHa),N m " ,CH, g :

OCH,

CH,CH,

(a) Spinosyn A (R = H)
(b) Spinosyn D (R = CII3)

Figure 03. Structure de (a) spinosyne A et (b) spinosyne D. Spisonyn D a un groupe latéral
méthyle sur C6 (Vanessa et Boscolli ,2019).

Le spinosyne A et spinosyne D est caractérisée par les parameétres physiques et

chimiques résumés dans le tableau si apres :
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Tableau 05. Propriétés physiques et chimiques du spinosyne A et spinosyn D (Vanessa et
Boscolli ,2019).

Propriété physique Spinosyne A Spinosyne D
Formule moléculaire C41HegsNOqg CaoHg7NO1g
Poids moléculaire 7319 745,9
Point de fusion Solubilité (20 ° C) 120°C 170°C
Eau (pH 7) 235 mg/L 0.332mg/L
Meéthanol 19,0 g/ml 0,252 g/ml
Acétone 16,8 g/ml 1,01 g/ml
Pression de vapeur 3,0x10—-11 kPa 2.0x10—11pkPa

Coefficient de partage
4,01 4,53
octanol / eau (Kow)

3.3. Toxicocinétique de spinosad

La pharmacocinétique et le métabolisme de la spinosyne A et spinosyn D sont similaires.
En fait, le spinosad est rapidement absorbé et largement métabolisé. Des études antérieures
avec les deux composants rapportés aucune différence significative dans la biodisponibilité
métabolisme et voies d'excrétion chez le rat. De plus, ’administration orale de la spinosyne A
et D présentait une absorption incompléte de> 70% de la dose. L’excrétion se produit
principalement par voie biliaire dans les féces (70-90%) et moins de 10% est récupéré dans

I'urine (Vanessa et Boscolli ,2019).
3.4. Toxicité de spinosad

Le spinosad (Dow AgroSciences) est relativement nouveau insecticide naturel a été isolé
pour la premiere fois du sol de Saccharopolyspora spinosa d'une distillerie de rhum
abandonnée en 1982 (Stark et al ., 2004 ; Kamaraju et Poonam, 2018). La dose orale aigué
de DLsg a eté déterminee comme 3738 mg/kg chez le rat male et 5000 mg/kg chez la souris
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(Acar et al ., 2019), et la DLsy cutanée chez le lapin de 3783 mg/kg a plus de 5000 mg/kg
(Breslin et al ., 2000 ; Hanley et al., 2002).

Le Spinosad cause chez I’insecte une excitation du systéme nerveux, méne a un arrét de
I’alimentation, une contraction musculaire involontaire puis a une paralysie. Ces effets sont
une conséquence de 1’activation des récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine (Belhaouchet,
2014). 1l est péneétre dans la peau par contact avec la peau ou de I'estomac et montre son effet
en créant excitation dans le systtme nerveux. Cela se fait en stimulant les récepteurs
nicotiniques de I'acétylcholine. Elle affecte également les canaux chlorures associes au GABA
par gamma récepteurs de l'acide aminé butyrique (GABA). Stimulation excessive de les
motoneurones chez les insectes entrainent des contractions involontaires, tremblements et
éventuellement paralysie. Dans ces études, les auteurs ont déclaré que le spinosad ciblait
particulierement les systemes antioxydants. Ces études ont montré que le stress oxydatif, les
dommages a I'ADN, et les fractures chromosomiques augmentent dans les tissus du spinosad

et induire lI'apoptose (Acar et al ., 2019).
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Chapitre 11 Neurotoxicité

1. Généralités sur neurotoxicité

La neurotoxicité est une altération fonctionnelle ou changement structural du systéeme

nerveux, qui trouve son origine dans l’exposition des agents biologique, physique ou

chimique (Gasmi, 2018).
1.1. Le cerveau

Le cerveau (ou encéphale) est 1’organe principal du systéme nerveux, systeéme composé du
cerveau, du bulbe rachidien et de la moelle épiniere. C’est I’organe le mieux protégé du corps
humain grace aux méninges et au crane, et cela a juste titre, car il est capable d’intégrer des
informations, d’analyser 1’environnement, de contrdler la motricité du corps et d’assurer
toutes les fonctions cognitives (Lucio, 2015). 11 cerveau est ovoide dont 1’extrémité
postérieur, le pole occipital, est plus volumineuse que I’extrémité antéricure, le pole frontal.
Le cerveau pése environ 1240g (entre 1100 et 1685g) soit 2% du poids du corps. Sa longueur
est d’environ 16cm, sa largeur de 14cm et sa hauteur de 12cm (Kamine, 2013). Le cerveau
désigne le tissu qui se trouve a D’intérieur du crane. Il s’agit en fait que d’une partie du
systéme nerveux central. La plupart des connexions entre le cerveau et le reste de 1’organisme
passent par la moelle épiniére qui prolonge le tronc cérébrale et decend dans le canal
rachidien (Kolb et al., 2019).

Silion Corps callen Conexcietordl  Thalams Yweticde oy
\ /
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G~ A \/( ( / - 5
- \ \\ )
Méserciphale
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fost certbedl
L O UI. oo
Comeigsure grise <X \
ou adhison ) : )
nterthaamque /
/ Tige pturtawre ‘ & ventricde Cervelet -
NOpUGR oy hypophysaine Hypophyse

Figure 04. Coupe sagittale du cerveau (Menche, 2014).
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1.1.1. Histologie du cerveau

Le systéme nerveux est I’ensemble des structures qui assurent la réception, I’intégration,
la transformation et la transmission des informations provenant de 1’organisme et de son
environnement. Le systeme nerveux assure ainsi la régulation des principales fonctions de
I’organisme et assume le role primordial de la vie (Kamina, 2013). Le systeme nerveux

comprend deux parties :

- Une partie intégratrice, le systéme nerveux central (SNC) est composé de
I’encéphale et de la moelle épiniére. Il est responsable de 1’analyse, 1’intégration, du
traitement et de la coordination de 1’information sensorielle et des commandes motrices
(Martini et al., 2015 ; Kamina, 2013 ), est la partie du systeme nerveux comprenant
I’encéphale (c’est-a-dire le cerveau, le tronc cérébral et le cervelet) et la moelle épiniere
(Chevalier, 2011).

- Une partie réceptrice et effectrice, le systeme nerveux périphérique (SNP) comprend
toutes les voies nerveuses et les regroupements de cellules nerveuses (ganglions) situés en
dehors du SNC. On distingue apres leur zone sortie du systeme nerveux central, les nerfs

craniens et les nerfs spinaux (Kamina, 2013 ; Menche, 2014).
1.1.2. Composition cellulaire du cerveau

Le systéme nerveux humain est composé principalement de deux types de cellules a
I’échelle microscopique: les cellules neuronales (neurones) et les cellules gliales. Le
cerveau comprend a peu prés 86 milliards de neurones et autant de cellules gliales
(Zhenzhen, 2017).

e Lesneurones

Le cerveau est compose de 100 milliards de cellules nerveuses (neurones) qui forment un
immense réseau de communication par des connexions entre elles (Grandjean, 2018), qui
constituent I'unité fonctionnelle du systeme nerveux. Ces cellules sont excitables ce qui leur
permet de traiter et de transmettre I’information sous forme de signaux électriques et
chimiques. Une caractéristique essentielle des neurones du cerveau adulte est qu’ils ne se
divisent pas et ne peuvent étre remplacés en cas de perte neuronale, bien qu’il y ait quelques
exceptions (Chevalier, 2011). Anatomiquement, un neurone est constitué de trois grandes
parties: un corps cellulaire qui contient le noyau; des dendrites, sortes de prolongements

multiples responsables de [D’arrivée des informations; et de [’axone, prolongement
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généralement unique qui permet la transmission de I’information au neurone suivant. Les

connexions entre les neurones sont appelées synapses neuronales (Vitry, 2018).

Dendrites

Mitochondrie

Membrane
Noyau
Réticulum Appareil de Golgi
endoplasmique
rugueux (RER)

Ribosomes
Réticulum

endoplasmique

Asicne lisse (REL)

Coéne axonal

Figure 05. Schéma de la structure du neurone (Zhenzhen, 2017).

Il existe toute une organisation des cellules nerveuses réparties en groupes qui ont tous
un role précis (pensée, apprentissage, mémoire, vue, odorat, ouie), chaque cellule nerveuse est
approvisionnée, génere de I'énergie, construit un équipement et se débarrasse des déchets.
Traitement et stockage des informations, communication entre les cellules, tout cela fait

fonctionner le systéme nerveux, qui doit &tre convenablement oxygéné (Grandjean, 2018).

e Les cellules gliales

Les cellules gliales ne sont capables de déclencher ou de transmettre des influx nerveux,
mais remplissent des fonctions de protection, d’alimentation et d’immunologie pour le
neurone. Globalement, elles constituent la neuroglie (Menche ,2014). Dans le systéeme
nerveux, il y a 5 principaux types de cellules gliales : astrocytes, microglies,
oligodendrocytes, les cellules NG2+ et les cellules de Schwann. Les quatre premiers types se
trouvent dans le SNC. Contrairement aux neurones, la majorité des cellules gliales n’émettent

pas de potentiel d’action (Darabid, 2015).
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Capillary

Astrocyte

Microglia -

Figure 06. Schéma de cellules gliales (Zhenzhen, 2017).
2. Fonctionnement du systéme nerveux
. Les neurotransmetteurs
Les neurotransmetteurs sont de plusieurs types. Parmi les plus connus, on peut lister la
sérotonine et la dopamine impliquées notamment dans le controle de ’humeur et des
émotions, I’histamine ou I’acétylcholine. Certains peuvent étre activateurs comme le

glutamate ou au contraire inhibiteurs comme le GABA (Vitry, 2018).
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Tableau 06. Quelque neurotransmetteur important. (Martini et al., 2015)

Neurotransmetteur Fonction et localisation
SNC : excitatrice de la majorité des synapses

Acétylcholine . . . . ) o
Y SNP : excitatrice aux jonctions neuromusculaire squelettique ; excitatrice

Ach . .
(Ach) ou inhibitrice des muscles lisses et des glandes du SNA
SNC : excitatrice ou inhibitrice selon le type de récepteur ; cortex
Noradrénaline cerébral, hypothalamus, cervelet, mésencéphale et moelle épiniére
(NA) SNP : excitation ou inhibitrice aux jonctions neuromusculaires et
neuroganglionnaires du SNA
. SNC : généralement inhibitrice ; hypothalamus ; systéme limbique,
Sérotonine g . TR P 4 q
cervelet, rétine, et moelle épiniére.
SNC : excitatrice ou inhibitrice selon le type de récepteur ; hypothalamus
. ; mésencéphale ; systéme limbique, cervelet, rétine et moelle épiniére
Dopamine ) . s ] . .
SNP : excitation ou inhibitrice selon le type de récepteur ; dans certaines
synapses neuroganglionnaires du SNA.
Acide gamma- o N L
. . SNC : généralement inhibiteur des neurones postsynaptique ; cortex
aminobutyrique (. . L
(GABA) cerébral, cervelet et interneurones du SNC (cerveau et moelle épiniére)
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Commentaires

Neurotransmetteur le mieux connu et le plus
étudié.

Joue un rdle dans I’attention, la conscience, le
sommeil, le réve, et la température corporelle ;
procure une sensation de bien-étre augmentee
par les amphétamines et les drogues comme
I’opium.

Joue un réle important dans les émotions, le
sommeil, I’appétit, I’humeur et la température
corporelle ; plusieurs substances illicites
hallucinogénes, comme la drogue de I’amour
(ecstasy) et le LSD ciblent les récepteurs de la
sérotonine. Certains médicaments contre la
dépression et I’anxiété bloquent son recaptage.
Joue un role dans I’apprentissage, la mémoire,
la motivation et le contrdle des fonctions
inconscientes du mouvement et de posture ; le
cannabis et I’héroine augmentent sa
concentration en inhibant la GABA

Effet inhibiteur direct : ouvre les canaux a Cl";
effet indirect : ouvre les canaux a K* et bloque
I’entrée du Ca®*
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3. Majeurs pathologies neuronaux

- La maladie de Parkinson (MP): est le trouble du mouvement et représente la deuxiéme
maladia dégénérative du SNC, le plus courant qui affecte 2 a 3% de la population agée de 65
ans et plus. Perte neuronale dans la substantia nigra, qui provoque un striatal carence en
dopamine et inclusions intracellulaires contenant des agrégats de a-synucléine sont les
caractéristiques neuropathologiques de la maladie de Parkinson (Poewe et al., 2017 ;Tysnes
et Storstein, 2017).

- Tumeur cérébrale : multiplication dans le cerveau de cellules anormales. La tumeur peutétre

bénigne ou maligne (Gasmi, 2018).

-La maladie d’Alzheimer : La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative
a progression lente trouble qui commence par une légére perte de mémoire et se termine par
de graves altération des fonctions exécutives et cognitives (Hansruedi et al., 2019; Gaate et
al., 2020).

4. Apprentissage, Mémoire et Langage

L’apprentissage et la mémoire et le langage sont des fonctions mentales supérieures
qui nécessitent des interactions complexes entre diverses régions du cortex cérébral et entre
celui-ci et d’autres parties de 1’encéphale. Le traitement de I’information nécessaire a
I’exécution de ces fonctions comprend des opérations conscientes et inconscientes (Martini
et al., 2015).

4.1. Anatomie de langage

L’acquisition du langage repose sur la plasticité cérébrale. Durant ‘enfance, de circuits
corticaux du langage s’organisent, des stimulations cognitives, sociales et affectives critiques
au moment adequat sont indispensables pour assurer un développement normal (Kamine,
2013).

4.2. Anatomie de la mémoire

Le cerveau est extrémement performant dans 1’exercice de la mémoire, a savoir « la
capacité de retrouver des expériences passées ». Cette faculté a pour substrat la plasticité
synaptique. Les circuits neuronaux de mémorisation sont nombreux et complexe, tout

particulierement la mémorisation des visages. Deux circuits anatomiques schématiques
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permettant la perception, le stockage ou 1’encodage et la restitution des informations, peuvent
étre proposés. L’un fait appel au systéme limbique et [’autre aux noyaux basaux

encéphaliques (Kamine, 2013).
4.2.1. Mémoire a court terme

La mémoire a court terme permet de garder a 1’esprit une information limitée, le temps
de I'utiliser. C’est donc une mémoire a faible capacité et tres labile. Elle est relativement bien
préservée dans la MA. La mémoire de travail désigne une forme de mémoire a court terme qui
permet de modifier I’information avant de la restituer. Elle intervient dans de nombreuses
sphéres cognitives telles que la compréhension de phrases, le calcul...etc. On observe

cependant dans la MA des difficultés dans des situations de tache double (Bayard, 2017).
4.2.2. Mémoire a long terme

Conserve long temps les souvenirs, parfois pendant toute une vie. Elle produit deux

types de souvenirs a long terme :

-les souvenirs secondaires s’estompent avec le temps et leur rappel exige parfois un effort

considérable.

- les souvenirs tertiaires, qui sont graves pour la vie entiere, comprennent votre nom ou la
reconnaissance de visages familiers.la mémoire déclarative relate les faits et les événements et
est liée a nos pensées conscientes, aux symboles et au langage. La mémoire procédurale
concerne les activités motrices qui ont été apprises et répétées au point de devenir des auto-

matismes, comme faire du vélo ou jouer au tennis (Martini et al., 2015).

La conversion des souvenirs du court terme au long terme est appelée consolidation
mnésique. Elle fait intervenir le corps amygdaloide et hippocampe, qui appartiennent tous
deux au systéme limbique, car certaines émotions sont souvent associées a la consolidation

des souvenirs (Martini et al., 2015).

En effet, la Iésion du systeme limbique tel le syndrome de Korsakoff de 1’alcoolisme
chronique, la maladie d’Alzheimer entrainent une amnésie de I’événement de la vie

quotidienne (Kamina, 2013).
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5. Alzheimer
5.1. Définition

Cette maladie fut écrite pour la premiere fois en 1907 par le médecin allemand Alois
Alzheimer (1864-1915) (Laure, 2012). La maladie d’Alzheimer (MA) est un trouble
dégénératif neurologique progressif qui se manifeste, au départ, par un déficit de la mémoire
épisodique indiquant une atteinte des structures temporales internes (Zhenzhen, 2017,
Amalou, 2018), il est caractériseé par un déclin progressif de la mémoire, entrainant des
troubles importants de la cognition, du langage et de fonctionnement sociale.une variante
précoce de la maladie est une source importante de morbidité chez les personnes atteintes de
trisomie 21 (Garrick et al., 2020). La MA peut toucher des adultes jeunes, mais elle atteint
majoritairement les personnes agées. Elle est en constante évolution du fait de I'augmentation
générale de I'espérance de vie et sa prévalence double tous les 5 ans apres 65 ans (Pasteur
,2013).

5.2. Physiopathologie
A. Atrophie cérébrale

Chez les malades d’Alzheimer une atrophie corticale pourra étre observée, avec une perte

d’environ de 8% de son poids tous les 10 ans contrairement a un sujet sain qui ne perd que 2%

(Alice, 2016).

Figure 07. Comparaison entre un cerveau d’un sujet sain et d’'un malade d’ Alzheimer (Alice,

2016).
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B. Les lésions cérébrales dans la MA

Il y aurait deux causes principales qui apparaissent environ 10 ans avant l’arrivée des
premiers symptomes : les dépdts amyloides et les dégénérescences neurofribrillaires (Alice,
2016).

* Les protéines béta amyloides sont produites excessivement et s'accumulent dans certaines
régions du cerveau. On a alors la formation de plagues amyloides ou plagques seniles, qui sont

associes a la mort neuronale (Degandt, 2019).

eL'accumulation anormale de protéines Tau hyper-phosphorylées formant des
dégenérescences neurofibrillaires (DNF). Ces DNF sont retrouvées en grande quantité dans
les régions temporales internes (hippocampe en particulier). Une hyperphosphorylation de
cette protéine I’empéche d’exercer son role de polymérisation et de stabilisation des
microtubules du cytosquelette (Grandjean, 2018 ; Courea, 2014).
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Figure 08. Désintégration des microtubules et accumulation des protéines Tau (Alice, 2016).

Les lésions débuteraient au niveau du lobe temporal interne, essentiellement le cortex
entorhinal (important centre de la mémoire, principale porte d’entrée de I’hippocampe), et
I’hippocampe (siege de la mémoire a court terme), avant de s’étendre vers le reste du cortex

(Mathilde, 2018).
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C. Plaques séniles

Des plaques séniles extracellulaires, constituées d’un dépot central de substance
amyloide (Matthieu, 2013). Les plaques séniles rassemblent les deux types de Iésions vues
précédemment, ¢’est-a-dire que dans le cerveau des malades d’ Alzheimer, nous observons des
«plaques» qui présentent en leur centre des dépots -amyloide et en leur périphérie des lésions
neurofibrillaires. En plus de ces deux lésions, il y a une inflammation neuronale dde a la
présence de protéines inflammatoires, de cytokines pro-inflammatoires et des cellules
microgliales en surnombre (Alice, 2016).

D. Atteinte des systéemes de neurotransmetteurs

Dans la maladie d’Alzheimer, les systémes trés affectés sont 1’hippocampe et le
cortex. Deux neurotransmetteurs permettent la transmission de signaux entre les cellules:

I’acétylcholine et le glutamate (Degandt, 2019).
e Le systeme cholinergique

Dans la maladie d’Alzheimer, le métabolisme de la protéine APP et de la B-amyloide
semble étre lié a ’activité du systéme cholinergique. La choline acétyltransférase, qui permet
la synthese de I’acétylcholine est anormalement diminuée, surtout au niveau de I’hippocampe
et du cortex, la concentration en Ach est alors inférieure a la normale. L’Ach est un
neurotransmetteur qui joue un réle important dans le systeme nerveux pour la mémoire et
I’apprentissage (Alice, 2016). Le systeme cholinergique est le plus précocement atteint.
L’activité de la choline acétyltransférase est anormalement basse, principalement dans les
régions hippocampiques et dans le cortex cérébral chez les patients atteints de maladie
d’Alzheimer. Ce constat est a I’origine des premiers traitements médicamenteux qui sont des
inhibiteurs de 1’acétylcholine transférase. L’évolution du processus dégeénératif induit un

effondrement progressif des différents systemes de neurotransmetteurs (Coureau, 2014).
e Voie glutamatergique

Le glutamate, et a partir de la glutamine, est le principal neurotransmetteur excitateur du
cerveau. Il agit sur les récepteurs ioniques, dans les récepteur NMDA, implique dans la
potentialisation a long terme qui sous — tend la memoire a court terme, sur la récepteurs
AMPA qui influencent la libération d’acétylcholine mais également sur les récepteurs

métabotropiques dont les roles sont plus complexes. Les sites de récepteur glutamate
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principalement localisés sur les cellules gliales (Julie, 2015). Dans la MA, il y a un

déséquilibre du systeme glutamatergique.

Plus précisément, I'activation excessive des

récepteurs NMDA induit en effet une cascade d’événements nocifs dont 1’issue ultime est la

mort cellulaire. 1l y a une augmentation importante du glutamate extracellulaire, associée a

I'inactivité du transporteur qui normalement elimine le glutamate de la fente synaptique. Le

dysfonctionnement des mécanismes d’élimination du glutamate induisent une excitotoxicité

en prolongeant anormalement 1’action de celui-ci (Grandjean, 2018).

Cerveau sain

Cortex cérébral :
responsable du langage
et du traitement de
I'information

La maladie d’Alzheimer

Hippocampe :
essentiel & la mémoire

Cerveau atteint d’Alzheimer

Le cortex se replie,
endommageant les zones
impliquées dans la
pensée, la planification et
la mémoire

— Les ventricules se
gonflent de liquide
céphalo-rachidien

L'hippocampe
rétrécit
sévérement

Figure 09. Comparaison anatomigue cerveau sain/cerveau atteint d'Alzheimer
(Grandjean, 2018).

5.3. Symptomes d’Alzheimer

Les premiers symptomes qui apparaissent dans la maladie d’Alzheimer, peuvent étre

classés selon 2 catégories, les troubles cognitifs et non cognitifs (tab.07)

Tableau 07. Les premiers symptémes (Lucie,

Troubles cognitifs

-Troubles de la mémoire

- Aphasie (troubles du langage)

- Apraxie (troubles des mouvements)
-Agnosie (troubles de la reconnaissance)
-Désorientation (spatiale et temporelle)

- Troubles attentionnels
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2013).

Troubles non cognitifs

-Troubles du comportement (agitation,
apathie, désintéret, ...)

-Modification de I’affectivité (irritabilité,
agressivité, explosions caractérielles,

troubles anxieux, symptomes dégressifs ...)
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5.4. Diagnostic de la MA

Diagnostiquer une maladie d’Alzheimer repose essentiellement sur des critéres
cliniques, un examen neurologique, neuropsychologique et comportemental, sur 1’histoire de

la maladie, et I’entretien avec I’entourage (Emiline, 2010).

Il existe de nombreuses méthodes pour diagnostiquer la maladie d’Alzheimer,

notamment les suivantes :
5.4.1. L’entretien

Si il est possible et aprés accord du patient, il est recommandé d’effectuer 1’entretien
avec un accompagnant capable de donner des informations fiables. L’entretien évalue le type
et lorigine de la plainte et reconstitue 1’histoire de la maladie avec le patient et son
accompagnant tout en recherchant des antécédents spécifiques tels que les antécédents
psychiatriques et traumatiques, les antécédents familiaux de MA ou de maladies apparentées,

un syndrome confusionnel antérieur ...etc (Bayard, 2017).
5.4.2. Examen clinique

Il doit s'intéresser & :

- L'état général (taille, poids, asthénie)

- Le systeme cardio-vasculaire (HTA, Troubles du rythme cardiaque, Cholestérolémie,
Diabéte, Tabac)

- Degré de vigilance (recherche d'une confusion mentale)

- Les déficits sensoriels (visuel, auditif) et moteurs pouvant interférer avec la passation des
tests neuropsychologiques (Grandjean, 2018).

5.4.3. Imagerie cérébrale: IRM

L'IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) est un acte non invasif, non douloureux,
mais trés bruyant. L'imagerie cérébrale permet daider au diagnostic de la maladie
d'Alzheimer, méme a un stade précoce. Elle permet de voir s'il y a des anomalies cérébrales
associéees a la MA comme une réduction du volume du cerveau, une atrophie du lobe temporal
médian, de I'hippocampe (on y stocke la mémoire), ou de I'amygdale, cette derniéere est une
région permettant de ressentir et de percevoir certaines émotions (Degandt, 2019).
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Figure 10. Exemple de cerveau d’une personne saine (a) et d’une personne atteint (b)

de la maladie d’Alzheimer (c) (Alice, 2016).

5.4.4. TEP
La TEP (Tomographie par Emission de Positons) va permettre de mesurer la
consommation de glucose. Une baisse de cette consommation indique une diminution du
métabolisme neuronal observée dans la maladie d'Alzheimer. La TEP est aussi utilisée pour
analyser le nombre de plaques amyloides qui sont des lésions cérébrales, grace a des ligands
radiomarqués (TEP-amyloide). Cette technique consiste a injecter aux patients des
radiotraceurs qui vont se lier spécifiquement aux lésions cérébrales caractéristiques de la

maladie (plaques amyloides, dégénérescences neurofibrillaires) (Degandt, 2019).
5.4.5. Dosage sanguin

Réalisation d’un dosage de la thyréostimuline hypophysaire (TSH), d’un
hémogramme, d’un ionogramme sanguin, d’une calcémie, d’une glycémie, d’une
albuminémie et d’un bilan rénal. En plus, le médecin pourra demander un dosage de la
vitamine B12, des folates, un bilan hépatique (transaminases et gamma GT), une sérologie
syphilitique, la recherche du VIH ou de la maladie de Lyme. Tous ces tests sont nécessaires
afin d’éliminer toutes causes potentielles et réversibles de déclin cognitif, notamment une
infection aigue, des troubles thyroidiens, un déficit de vitamine B12, pouvant étre de cause

alimentaire ou iatrogene, ou une insuffisance rénale ou hépatique (Alice, 2016).
5.5. Facteurs de risque de la MA

La MA est multifactorielle, elle résulte d'une combinaison complexe de facteurs

de risque non modifiables et de facteurs environnementaux modifiables.
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5.5.1. Age
Le vieillissement est le plus grand facteur de risque de développement de la MA.
La plupart des personnes atteintes de la MA sont agées de 65 ans ou plus. Plus rarement, la
MA peut toucher des personnes de moins de 65 ans, on parle de MA précoce (Grandjean,
2018 ; Emiline, 2010).
5.5.2. Sexe
Les femmes ont un risque de maladie d’Alzheimer accru par rapport aux
hommes, particuliérement aprés 1’dge de 80 ans. Dans 1’étude PAQUID, I’incidence de la
maladie d’Alzheimer était plus élevée chez les hommes que chez les femmes avant 80 ans
(Amalou, 2018).
5.5.3. Facteurs de risque génétiques
La mutation de trois génes situés sur les chromosomes 14 et 21 serait responsable
de la moitié des formes familiales de la maladie d’Alzheimer (forme précoce). De plus, la
présence de 1’allele E4 de 1’apolipoprotéine E (apoE) serait également un facteur de risque de
la maladie d’Alzheimer (Emiline, 2010).
5.5.4. Facteurs de risque cardio-vasculaires
Pourraient étre rattachés a la maladie d’Alzheimer comme 1’obésité,
I’hypertension, le diabete de type 2. Les antécédents d’accidents vasculaires et les
traumatismes craniens pourraient également accroitre le risque de maladie d’Alzheimer, du
fait de la réduction du débit sanguin (Emiline, 2010).
5.5.5. Facteurs de risque environnementaux
De nombreux facteurs environnementaux sont considérés comme des facteurs de
risques de la maladie d’Alzheimer. Parmi eux, en retrouve I’alimentation, la consommation de
tabac, la consommation excessive d’alcool et de drogues, la sédentarité, pesticide (Julie,
2015).
o Stress oxydatif
Le stress oxydant est impliqué dans les mécanismes de mort cellulaire lors des
maladies neurodégénératives. La maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson idiopathique
et la sclérose latérale amyotrophique sont les plus frequentes de ces affections. Dans ces trois
cas, les marqueurs du stress oxydant sont anormaux (Desport et Couratier, 2002).
A) Systémes antioxydants
Les antioxydants sont définis par HALLIWELL (1999) comme « toute substance

qui, en faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou
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ralentit I’oxydation de ce substrat ». Ils peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur
localisation cellulaire et leur origine (Desport et Couratier, 2002).
Le stress oxydant joue un réle important dans le vieillissement du cerveau, 1’organe qui utilise
le plus d’oxygéne. La fragilité du cerveau augmente avec 1’age et a plus forte raison sous
I’influence de la maladie d’Alzheimer. Le stress oxydant crée des radicaux libres qui a leur
tour provoquent davantage de stress oxydant. Une alimentation saine permet de briser ce
cercle vicieux et de protéger les cellules cérébrales (Degandt, 2019).
A;) Systeme antioxydant enzymatique
- Superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des métalloenzymes (ce sont des enzymes
utilisant des métaux comme cofacteurs). Il s’agit d’une des premicres lignes de défense contre

les ERO. Leur cible privilégiée est I’anion superoxyde (O,") qu’elle transforme en peroxyde

d’hydrogéne (H,0) : (Guillouty, 2016)

Oz._ + Oz.- +2H" > H,O, + O,
- Glutathion peroxydases (GPx)

Les enzymes de cette famille sont Sélénium (Se)-dépendante. La glutathion peroxydase
(GPX) est présente dans le cytoplasme ou elle joue un role majeur dans la régulation de 1’état
redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires. Elle catalyse la réduction des
hydro peroxydes (H,O;) et des peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion réduit (GSH)
comme donneur d’hydrogéne (Zerargui, 2015).

2 GSH + H,0; » GSSG+ 2 H,O

- Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes. Elle catalyse la réaction de détoxification du H,O, (généralement produit par la
SOD). Elle est surtout présente au niveau des globules rouges et des hépatocytes (Zerargui,
2015).

2 H,0, ®» 2H,0+0,
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- Glutathion S-transférase (GST)

Réduit les hydroperoxydes en alcools, mais ne réduit pas 1'H,O, (Boussekinge, 2014).

GST
ROOH + 2 GSH ®» ROH +H,0 + GSSG

A;)  Systemes antioxydants non enzymatiques

- Oligoéléments

Les éléments-trace (oligo-éléments) sont indispensables a de nombreuses fonctions

biologiques et physiologiques de I’organisme (Berger et Roussel., 2017).

Les oligoéléments (OE) répondent a une classification spécifique qui les divise en

quatre groupes :
-Les OE essentiels: lode, Fer, Cuivre, Zinc, Sélénium, Chrome, Molybdéne, Fluor

-Les OE a faible risque de carence (non prouvée chez [’Homme): Manganése, Silicium,

Vanadium, Nickel, Etain, Cobalt
-Les OE expérimentalement essentiels: Bore, Brome, Arsenic, Plomb, Cadmium, Lithium

-Les OE pour lesquels existent potentiellement quelques preuves embryonnaires

d’essentialité: Scandium, Tellurium, Beryllium, Lanthane, Niobium (Charbit, 2017).

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par des enchevétrements neurofibrillaires
intracellulaires et la formation extracellulaire de plaques séniles composées du peptide P
amyloide, ainsi que d'ions métalliques tels que le cuivre(Cu), le fer (Fe) ou le zinc(Zn)
(Degandt, 2019).

- Vitamines

Chez I’homme le a-tocophérol est la forme la plus active de la vitamine E, sa fonction
principale est de protéger contre la peroxydation lipidique. Dans le systéme nerveux des
mammiferes, la vitamine E joue un rdle important et son insuffisance peut causer des
maladies neurologiques. C’est une vitamine hydrosoluble importante et puissante a des
concentrations trés élevées dans le cerveau particulierement dans les compartiments

vésiculaires des neurotransmetteurs mono-aminergiques (Gasmi, 2018).
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- Glutathion (GSH)

Le glutathion est la molécule soufrée la plus importante dans le cytosol avec une
concentration avoisinant quelques millimoles. Hormis cette importance d’ordre quantitative,
le GSH constitue un systéme antioxydant intracellulaire incontournable car ce tripeptide
(acide glutamique-cystéine-glycine) est le garant du statut rédox cellulaire. Les cellules et les
tissus sains possedent un milieu intracellulaire réducteur dans lequel plus de 90% du
glutathion est a 1’état monomerique réduit (GSH). La forme oxydée est notée GSSG et
correspond a un dimére de GSH dont les fonctions soufrées sont engagées dans un pont
disulfure. Une augmentation permanente du ratio [GSSG/GSH] constitue un stress oxydant
(Bothorel, 2011).

- Malondialdéhyde (MDA)

Le MDA fait partie des aldéhydes réactifs issus de la décomposition des LPO. En raison
de son caractére mutagene et athérogéne, il est le produit le plus étudié de la dégradation des
LPO. Il a été proposé comme biomarqueur du stress oxydant (Boussekine, 2014). Le stress
oxydatif jouerait un réle dans la pathogénése des maladies neurodégénératives comme la MA.
En effet, le SNC est particuliérement susceptible aux dommages des DRO, entre autre a cause
de la consommation élevée d'oxygéne au niveau du cerveau, mais aussi de lI'abondance des
lipides oxydables et des faibles concentrations d'antioxydants par rapport aux autres tissus. Le
taux de peroxydation des lipides augmenterait dans les cerveaux des sujets atteints de MA et
plus spécifiquement dans la région du lobe temporal médian (si¢ge de 1’hippocampe) ou les

changements histo-pathologiques sont détectables (Pasteur, 2013).
5.6. Les stades de la maladie

La maladie d’Alzheimer est une maladie dégénérative évolutive qui atteint de
nombreuses fonctions cognitives nécessaires a 1’autonomie de la personne. Les symptomes
s’aggravent donc au fil de la maladie. Trois stades correspondant au stade d’évolution peuvent

étre décrits (Lacoste-Ferré et al., 2013).

La classification la plus utilisée dans le monde est I’échelle de détérioration globale du

Docteur Barry Reisberg qui comporte 7 stades:
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Tableau 08. Echelle de détérioration globale de Reisberg (Grandjean, 2018).

Stade 1 Aucun symptome

Symptémes légers (pertes de mémoire récente, difficultés a prendre des

Stade 2 décisions) sans déclin mesurable aux tests neuropsychologique.

Symptémes légers avec déclin mesurable aux tests neuropsychologiques, mais
Stade 3 sans entrave importante aux activités de tous les jours.
S Démence légere (capacité de conduire une automobile a condition d’étre

accompagne).

Démence modérée (choix des vétements fait par une autre personne;
Stade 5 déplacements effectués a pied dans des endroits familiers seulement ; gestion des

finances personnelles effectuée par une autre personne)

Démence sévere (doit étre lavé et habillé par une autre personne ; ne peut rester
Stade 6

seul).

Démence trés sévere a terminale (incapacité de marcher de fagon sécuritaire ;

Stade7
difficulté a avaler).

5.7. Prise en charge et traitement
5.7.1. Traitement médicamenteux

Des données physiopathologiques, il ressort trois approches thérapeutiques: Les
traitements substitutifs, en particulier, les inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase pour augmenter
la concentration en acétylcholine, les médicaments agissant sur le systeme glutaminergique et

les approches étiologiques et préventives (Amlou, 2018).
v" Inhibiteurs de I’acétylcholinestérase

La maladie d'Alzheimer est la cause la plus courante de démence chez les personnes
agées. Une approche du traitement symptomatique de la maladie d'Alzheimer consiste a
améliorer la neurotransmission cholinergique dans le cerveau en bloquant I'action de I'enzyme
responsable de la dégradation du neurotransmetteur acétylcholine. Cela peut étre fait par un
groupe de médicaments appelés inhibiteurs du cholinestérase (Birk et Harvey, 2018;
Coureau, 2014). On a vu que la concentration d’acétylcholine diminuait chez le patient

atteint de la maladie d’Alzheimer et que cette diminution était responsable de certains
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symptdbmes clés de la pathologie, la cognition, les capacités fonctionnelles et le
comportement. Ces inhibiteurs permettent de limiter ces symptdbmes en améliorant la
transmission cholinergique. Le premier médicament de cette classe commercialisé était la
Tacrine mais celui-ci a été retiré du fait de son effet toxique au niveau hépatique. Il existe
aujourd’hui trois médicaments de ce type sur le marché indiqués dans les formes l1égeres a
modérément séveres et dont 1’efficacité est comparable : le Donépézil, la Rivastigmine et la

Galantamine (Lucie, 2013 ; Grandjean, 2018).

Récepteur
o Acityle hoaline

MNeurcne
prégsynaptique

Inhibitionde la dégradation

o {inhibiteurs d"acétylcholinestérasa)

o
%
o ‘
o Dégradation de
- Acétylicholinestérase lacétylcholine

Figure 11. Mécanisme d'action des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (Lucie, 2013).

Des données physiopathologiques, il ressort trois approches thérapeutiques :

- Les traitements substitutifs : traitements cholinergiques, Les antagonistes des NMDA

récepteurs, Traitement médicamenteux des troubles du comportement, La bithérapie.

- Les approches étiologiques et préventives : Les anti-inflammatoires, Les produits agissant

sur le cholestérol, Les cestrogenes, Les anti-oxydants, Les anti-hypertenseurs.

- Prise en charge des troubles psycho-comportementaux : la premiere recommandation

concernant le traitement des troubles psychos comportementaux de la démence est de ne pas
prescrire les neuroleptiques classiques car ils ont une action anticholinergique et accélérent le
déclin cognitif (Amlou, 2018).

5.7.2. Traitement non médicamenteux

Les interventions non médicamenteuses sont un élément essentiel de la prise en charge
thérapeutique. En complément du traitement pharmacologique, elles ont pour objectif
d'optimiser la prise en charge du malade en ciblant, en fonction de ses besoins, I'amélioration

des différents aspects de la maladie tels que les capacités cognitives, l'autonomie, les troubles
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de I'humeur et du comportement ou la qualité de vie du patient. Les interventions proposées
au patient sont nombreuses et variées: rééducation de l'orientation, stimulation cognitive,
rééducation orthophonique, stimulation de [I'activité motrice, stimulation sensorielle
(Grandjean, 2018).

6. Neurotoxicité de spinosad

Le spinosad et I'indoxacarbe sont des insecticides neurotoxiques (Hugo et al ., 2019)
,est largement utilisé pour la protection des cultures. Afin d'élucider les effets du spinosad sur
le stress oxydatif et la génotoxicité dans les cellules Sf9, les niveaux de peroxydation
lipidique, l'activité des enzymes antioxydantes et les dommages a I'ADN ont été mesurés. Les
résultats ont montré que le spinosad provoguait une augmentation en fonction du temps de la
formation de malondialdéhyde et une diminution de I'activité du superoxyde dismutase et de
la catalase (Wenping et al., 2017). Il affecte le systéme nerveux, agissant comme un
antagoniste de I'acétylcholine et du gamma-aminobutyrique acide (GABA) sur les récepteurs
nicotiniques. Sur la base de son origine naturelle, il est supposé que le spinosad est plus sdr et
moins agressif pour le I'environnement que les pesticides synthétiques. De plus, le spinosad a
été montré pour augmenter le taux d'especes réactives de I'oxygéne dans Spodoptera frugi-
perda (Sf9), activant la voie de I'apoptose (Kenner et al ., 2019). En tant que composé
neurotoxique, le mode d'action du spinosad affecte 1’acétylcho- nicotinique récepteurs de
ligne (NAChR) directement dans le systéme nerveux systéme, agissant précisément comme
modulateur allostérique (Breslin et al., 2000).

L'activité neurotoxique du spinosad est similaire a celle du groupe des insecticides
néonicotinoides, mais differe le site spécifique de la liaison du récepteur nicotinique de
I’acétylcholine provoquant une hyperexcitation du systéeme nerveux, provoquant des effets
dans le neurotransmetteur de l'acide g-aminobutyrique (GABA) agoniste (Valdeir et al .,
2020 ; Zhang et al ., 2019; Monteiro et al., 2019). Spinosad perturbe récepteurs
nicotiniques de l'acétylcholine et a donc un effet majeur sur la transmission neuronale
(Mazzia et al., 2020).
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Introduction

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un role déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et la survie de I'humanité. Elles sont un patrimoine sacré
et précieux et constituent une réponse de choix pour fournir a 1’organisme, de fagon naturelle,

les substances nécessaires pour maintenir son équilibre vital (Adouane ,2016).
1. Généralité

Les plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés importantes, plusieurs
médicaments pharmaceutiques ont été dérivés de plantes, ces derniers passent dans 1’esprit de
la population pour efficacité et tolérance du fait de son origine naturel faisant partie de la
médecine douce. Ces plantes naturelles ont joué un réle trés significatif dans la découverte des
médicaments. Il est reporté qu’au minimum 119 composes dérivés de 90 espéces de plantes
peuvent étre considérés comme des médicaments importants. La croissance de I’industrie
pharmaceutique et le développement incessant de nouveaux produits médicaux synthétiques
et biologiques plus efficaces n’ont pas réduit I’importance de [’utilisation des plantes
médicinales. Au contraire, la croissance démographique dans le monde en développement et
I’intérét croissant manifesté au niveau des nations industrialisées ont considérablement
augmenté la demande spécifique aux plantes aromatiques et médicinales et a leurs produits
dérivés (Lamamra, 2018).

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particuliéres bénéfiques pour
la santé humaine. En effet, elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération
et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine, feuille, fleur
(Adouane ,2016).

2. Généralités sur la plante

2.1. Genre Ephedra

L'origine de I'ephedra a parfois été considérée comme ancienne, peut-étre dés ou avant
I’éclatement de la Pangée (il y a environ 230 Myr milieu Trias) (Huang et Price, 2003).

La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephedra (Cynthia, 2015).
Ephedrae herba a été utilisé dans la médecine traditionnelle chinoise et japonaise (Kampo)
depuis les temps anciens, la principale ressource étant en Chine (Yuki et al., 2009). 1l est bien
connu que Ephedra est pharmacologiquement agoniste sympathomimétique au niveau des

récepteurs a et B adrénergiques, entrainant une augmentation du rythme cardiaque et de la
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contractilité, une vasoconstriction periphérique, une bronchodilatation et une stimulation du

systeme nerveux central (Taketo et al., 2009).

L'usine d'Ephedra, ou "Ma Huang" de la médecine traditionnelle chinoise, est lI'une des
plus anciennes plantes médicinales connues de I'hnumanité. Plus de 45 espéces de plantes
Ephedra existent (Taketo et al., 2009). Les plantes Ephedra (Ephedraceae) sont largement
réparties dans monde. Parmi eux, Ephedra sinica (E. sinica), Ephedra intermedia (E.

intermedia) et Ephedra equisetina (E. equisetina) (Fana et al ., 2010).

3. Sous espece Ephedra sinica

3.1. Définition

Ephedra sinica est un arbuste semblable a feuilles persistantes originaire d’Asie,
utilisée par les humains depuis plus de 5000 ans comme phytothérapie chinoise en Chine
(Yifeng et al., 2019 ; Kilpatrick et al., 2016), il est inclus dans un certain nombre de
pharmacopées, y compris les pharmacopées chinoise, allemande et japonaise pour le
traitement de divers aliments, et a donc une importance économique cosidable (Telleza et al.,
2004), est également considéré comme l'un des plantes les plus importantes de la médecine
traditionnelle. 1l appartient a la famille des Ephedraceae et connue pour ses synonyme en
Corée, en Chine et au Japon, c'est-a-dire Ma-huang (Al saeed et al., 2019)

Figure 12. Schéma générale de /’Ephedra sinica (site.01).
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3.2. Utilisation

Il est utilisé comme diurétique, antipyrétique, diaphorétique et pour soulager la toux et
I'asthme. Comme le médicament brut, il a une monographie officielle dans les pharmacopées
chinoise et japonaise, ou il est standardisé contre les principaux alcaloides, I'éphédrine et la
pseudoephédrine. Ainsi, le principal I'accent est conventionnellement mis sur sa teneur en
alcaloides, bien que cela ne constitue que environ 0,7-0,8% de la plante entiére. De toute
évidence, la motivation en est les effets de ces alcaloides sur le systeme respiratoire, nerveux
central et cardiovasculaire (Orejola et al., 2017). Ephedra sinica ou Ma Huang a une longue
histoire d’utilisation en chine ou elle Apparait pour la premiere fois dans le shen nong ben cao
jing, en tant que long sha (sable de dragon) , est I’une des plus anciennes plantes médicinales
connues de I’humanité et se compose d’environ 50 espéces principalement distribuées dans
les régions tempérées et subtropicales de 1’Asie (Meng-Ying et al., 2016), régions du centre,
du sud de I’Amérique du nord, de Afghanistan, du Pakistan, de I’Eroupe méditerranéenne, de

I’Europe dunord et de centre et de la russie (Dennis et al., 2002).

Ephedra sinica est une plante ressemblant a un arbuste connue sous le nom de Ma
Huang (MH) ou ephedra ,est la plante médicinal traditionnelle chinoise utilisée depuis des
milliers d’années (I1k-Soo et al., 2010), est décrite comme herbe amére et chaude, non toxique
, utilisée pour traiter le paludisme, les maux de téte, et comme antitussif, dans la médecine
traditionnelle chinoise et japonaise, la partie aérienne est généralement sautée au miel et
combinée avec d’autres plantes pour le traitement du bronchial asthme, de la toux de I’cedéme
dans la néphrite aigue, pour induire une diurése ou un transpiration et des symptémes du
rhume (Dennis et al., 2002).

3.3. Nomenclature

Ephedra sinica Stapf (Ephedraceae) est une plante médicinale traditionnelle chinoise (nom

chinois: Ma Huang) cultivée en Chine, en Corée et au Japon (Krizevski et al., 2010).
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Tableau 09. La nomenclature de /’ephedra sinica (Dennis et al., 2002).

Nom Pays
Ephedra Europe
Ma huang Chine

Ma kon ou Mao @ Japon

Arabe sailal)

3.4. Classification systémique d’Ephedra sinica

Tableau 10. Classification systémique de I’Ephedra sinica (site.02)

Royaume Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Gnetophyta
Classe Gnetopsida
Ordre Ephedrales
Famille Ephedraceae
Genre Ephedra

3.5. Description botanique

Comptant environ 50 especes dans le monde, I’ephedra se trouve dans la diverses
régions, y compris la sibérie, le nom chinoise commun , Ma Huang proviendrait de la couleur
jaune (Huang) et I’action engourdissant de la plant ,décrites comme engourdissant pour la
langue, seules les trois especes ephedra sinica, ephedra equisetina bunge, ephedra intermedia

shrenk sont officielles dans les pharmacopées de chine et japon (Dennis et al., 2002).
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Dans les régions montagneuses séches ,sur les pentes vallonnées , les champs de
montagne et les lits de riviére asséchés, ES se trouve dans le nord —est de la chine dans les
provinces du liaoning et de jilin et dans le nord, dans les provinces du chanxi, du chanxi , du
hebei, du Henan et de la mangolia intérieure .ES atteint une taille de 20 a 40 cm et est decrit
comme un arbuste herbacé vivace presque sans feuilles avec un tige principale ligneuse et des
tige aériennes dressées en médecine. La plante rarement ramifiée (1-2 mm de diametre)
cylindrique, et de couleur vert trés pale a vert jaunatre les tiges facilement cassables son claire
et lorsqu’elles sont fracturées présentent une moelle brun rougeatre et un bord vert verdatre.
leur odeur est 1égérement aromatique et leur testicule est légérement amer et astringent, les
feuilles sont décrites comme écailleuses membraneuse et gaine en forme de triangle aigu,
avec des feuilles basale semi-connées entrant les nceuds. Une moelle bronzée rouge apparait a
travers la surface cassée des entre- nceuds minces (1-1.5mm de diametre et 2.5-5cm de
longueur). Elle fleurit en mai avec des inflorescences coniques, en juillet, la plante naturelle

développe des graines rouges ressemblant a des baies (Dennis et al., 2002).
3.6. Utilisation d’ephedra sinica

L’ephedra, est la plante médicinale traditionnelle chinoise utilisée depuis des milliers
d’années. Au de la de ses activités sympathomatiques, telles que les anti-inflammatoires,
matory, anti-anaphylactique, antimicrobien, anti histaminique et hypo glycémique. Les études
récentes sur de tels effets pharmacologiques de 1I’ephedra se sont concentrées plus sur les
ingrédients actifs individuels plutét que sur I’extrait de fines herbes entier comprenant des
tiges et de racines et sur la compréhension des mécanismes de leur action (Ik-Soo et al.,
2010). Les tiges utilisées pour traiter I’asthme, le taux, 1’cedéme et la fievre avec anhidrose.
Les racines ont longtemps été utilisées comme anti transpirants puissants (Meng-Ying et al.,
2016), il est utilisée pour traiter le paludisme, les maux de téte, et comme antitussif, dans la
médecine traditionnelle chinoise et japonaise (Dennis et al., 2002).

3.7. Composition chimique d’ephedra sinica

Les ingrédients médicinaux actifs isolés et principaux d’origine des tiges d’ephedra
sont les alcaloides. les tige contiennent 1a 3 % du totale des alcaloides dans la plant ephedra ,
I’éphédrine représentant 30 a 90% de ce total selon les especes en autres composants actifs,
tel que les flavonoides , les polysaccarides, les tannins et les composés phénolique se trouve
¢galement dans la tige, d’autre part la féruloylhistamine, les éphédrines A-D et 1’ephedrannine

A sont des constituants actifs trouvés dans les racines (Ik-Soo et al., 2010).
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3.8. Métabolite secondaire d’ephedra sinica

Les principaux principes actifs d’ephedra sinica sont 1’alcaloide phénylpropylamino
agoniste adrénergique unique et taxonomiquement restreint, également connu sous le nom
d’alcaloides d’éphédrine ; noréphédrine, norpseudoéphédrine, éphédrine, pseudoéphédrine, N-
méthyléphédrine, N-méthylpseudoéphédrine. Il a été précédemment établi que 1’éphédrine est
principal alcaloide accumulé par I’ES alors que dans d’autres espéces telles qu’ephedra
intermedia et I’ephedra lomatolepis, I’alcaloide prédominant est la pseudoéphédrine

(Krizevski et al., 2010).

3.8.1. Mécanisme d’action des alcaloides d’éphédrine
En général les alcaloides d’éphédrine imitent 1’action de I’adrénaline a la fois par
I’activité agoniste directe ainsi que par la libération directe de noréphédrine via un mécanisme
d’échange médié par le transporteur entrainant la libération de catécholamines endogénes des

fibres sympathique post-ganglionnaires (Krizevski et al., 2010).

3.8.2. Structure et fonction du métabolite
a. Alcaloides

Les alcaloides forment une grande famille hétérogene de métabolites secondaires, qui
présentent un intérét par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en médecine.
Ils provoquent chez I’homme diverses réponses physiologiques et psychologiques, a forte
dose sont tres toxiques (Zohra, 2013). Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les
plus importants en pharmacologie et médecine. Ce sont des substances organiques azotées, a
propriétés basiques ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques. Les
alcaloides sont utilisés comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles nerveux
(maladie de Parkinson) (Adouane ,2016).

Les alcaloides sont des composés organiques d’origine naturelle, azotés, plus ou moins
basiques, de distribution restreinte et doués, a faible dose, de propriétés Pharmacologiques
marquées. Ils ont pour précurseurs des acides aminés azotés Principalement (tryptophane,
ornithine, phénylalanine, tyrosine, histidine).Les activités pharma coliques des alcaloides

s’exercent dans les domaines les plus Variés :

- au niveau du systeme nerveux central.
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- au niveau du systéme nerveux autonome : sympathomimétiques ou
Sympatholytiques, parasympathomimétiques inhibiteurs des cholinestérases, anti
cholinergiques, ganglioplégiques (Christophe, 2014).

b. Ephédrine et noréphedrine

L’ephédrine et la noréphédrine sont également utilisées en médecine occidentale pour
leur prospérités vasoconstructives, pour traiter les crises d’asthme aigues comme la rhinite, la
sinusite et la rhinopharyngite, 1’éphédrine est également largement utilisée pendant
I’anesthésie, elle est fréquemment prescrite pour le traitement de 1’asthme bronchique, des

allergies et de la surdose de dépresseurs (Krizevski et al ., 2010).

OH

Figure 13. La structure d’éphédrine (Ganzera et al ., 2005).

OH

Figure 14. Structure de noréphédrine (Ganzera et al., 2005).
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c. Pseudo éphédrine

Le pseudo éphédrine soulage de la gestion nasale (1k-Soo et al., 2010).

~
o’

H

Figure 15. Structure de pseudoéphédrine (Ganzera et al ., 2005).

d. Ephédrines A-D et I’ephedrannine A

Utilisée pour leur effets antihydrotiques et hypotenseurs, ayant des effets presque
opposites des constituants de la tige (Ik-Soo et al., 2010).

3.9. Valeur nutritionnelle de ’ephedra sinica

Ephedra sinica en de plus utilisations médicales, les chinois ont utilisé les fruits de ES
comme nourriture et consommeés en toute sécurité de différentes maniére, comme dans les
condiments au fourmage, les succédanés de thé et le sucre de référence. Les composants
nutritionnelles responsables des fruits sont ; les glucides, les protéines, les fibres, les acide
gras et minérales. Cependant il n’y pas que quelques rapports relatifs au fruit est-il a été
déclaré que la partie fruit de ES est non toxique pour les oiseaux ou méme pour les rongeurs
(Al saeed et al., 2019).
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1. Matériels et méthodes

Cette étude a été menée dans le but d’évaluer I’effet anti-Alzheimer d’huile essentielle de
[’Ephedra sinica a dose de 100 mg/kg/j chez des rats exposeés au Spinosad a dose de 0.25
mg/kg/j. Les expérimentations effectuées dans cette étude ont été accomplies dans le
laboratoire pédagogique de toxicologie du département de Biologie appliquée de 1’université

de Larbi Tebessi, Tebessa.

1.1. Matériels
1.1.1. Matériel chimique

Dans ce travail, nous avons utilisé 1’insecticide Spinosad pour évaluer leur
effet nocif. Et des autres réactifs chimiques pour les dosages des biomarqueurs de stress
oxydative, paramétres hématologiques et les tests histologiques.
1.1.2. Matériel végétale

L’Ephedra Sinica a été obtenue de la willaya d’El Oued au cours des mois

de novembre a février.

Figure 16. Les feuilles de /’Ephedra Sinica.

1.1.3. Modéle biologique

La présente étude a été réalisée sur des rats méles Rattus rattus de la souche Wistar au
nombre de 24 rats (fig.17), provenant de I’institut Pasteur d’Alger, agés de 06 a 08 semaines
pesant environ 175 et 320 g. Ce sont des mammiféres de 1’ordre des rongeurs, largement

utilisés dans divers domaines de recherche expéerimentale.
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Figure 17. Rat Wistar pendant les essayes.

1.2. Méthodes
1.2.1. Entretien des animaux

Les rats males ont ét¢ soumis a une période d’adaptation de deux (02) mois avant
I’expérimentation, aux conditions de 1’animalerie de département de biologie, a une
température ambiante de 23+2°C et une photopériode naturelle 12/12h avec une hygrométrie
normale (60%). Ils ont été nourris par un régime alimentaire standard (croquets
énergétiquement équilibré composé de mais, le soja, phosphate, cellulose, minéraux,
vitamines). Ces rats sont vivres cette période dans des cages en polyéthylene et ont été
répartis en quatre (04) groupes de six (06) rats chacun. Les cages sont nettoyées et la litiére

est changée une fois par deux jours jusqu’a la fin de I’expérimentation. (fig.18)

Figure 18. Cage d’¢levage des rats.
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1.2.2. Extraction des huiles essentielles
L'extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation avec un appareil
de type clevenger au sein du laboratoire de chimie de I'université de Tébessa, 350 g de la

matiere végétale est imbibée dans 1500 ml d’eau distillée le montage contenu dans un ballon

de 2 1, chauffé a reflux a 1’aide d’un chauffe-ballon pendent 4 a 5 heures (fig.19).

Figure 19. Montage de I’extraction par clevenger
% Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est defini comme étant le rapport entre la masse de

I'nuile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal sec a traiter.

[ R= (M/MO) x 100 ]

R : Rendement en huile essentielle exprimé en %.
M : Masse en grammes de I'huile essentielle.

MO : Masse en grammes du materiel vegétal sec a traiter.
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1.2.3. Lotissement et traitement

1.2.3.1.Choix des doses
A. Spinosad

La plupart des études entreprises en toxicologie s'effectuent a la suite de 1’administration
de la dose par voie orale. Cependant d'autres voies d'administration sont possibles : intra

veineuse, intramusculaire, sous-cutanée, percutanée et par inhalation.

Dans cette étude, nous avons utilisé un pesticide spinosad a une dose 0.25mg/L
administrees par voie orale pendant un mois. Le choix de ces doses est basé sur des études
réalisées sur ’exploration de ce pesticide dans les matrices biologiques qui ont montré

(Sheldon et Larry, 2000).
B. Ephedra Sinica

Dans cette étude, nous avons utilisé 1’huile essentielle de /’ephedra sinica a une dose
100mg/Kg/j (Habbachi et al., 2013)

1.2.3.2. Répartition des rats
L'étude a été menée sur un 24 rats males; qui ont été divisés en quatre (4) lots:

= Lot T: lot t¢moin de 06 rats, recois I’eau par un gavage pendant un mois

= Lot (E): Lot Extrait de 06 rats, traités par I’extrait a dose 100mg/Kg/j pendant un mois

= Lot (S): Lot pesticide de 06 rats, traités par spinosad a dose 0.25mg/Kg/j pendant un mois

= Lot (S+E) : Lot mixture de 06 rats, traités par 1’extrait a dose de 100mg/Kg/j, et par
spinosad a dose de 0.25mg/Kg/j, pendant un mois.

Remarque : un rat de chaque lot a été utilisé pour I’étude histologique et les cinq restants ont

été utilisés pour les dosages des différents parameétres biologiques.
1.2.3.3. Traitement

Le traitement des rats a été réalisé pendant un mois par voie orale (fig.20).
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Figure 20. Traitement des rats par voie oral.

1.2.4. Evaluation de la neurotoxicose d’un pesticide et effet anti-Alzheimer de I’extrait

de PEphedra

Apres un mois de I’exposition des animaux un modele de traitement, deux méthodes
d’approches ont été appliquées pour ¢évaluer I'impact de cette pesticides sur le
neurocomportement des rats et 1’évaluation ¢également de 1’intégrité structurale et
fonctionnelle des cellules nerveuses tant au niveau global que régional du cerveau, rajouté a

cela I’évaluation de ’activité anti-Alzheimer de 1’Ephedra contre cette neurotoxicite.

a. Mesure de poids

La mesure de poids est effectuée sur les rats tout jour pendant la durée d’élevage, soit au
cours de I’adaptation (pour I’évaluation des changements possibles par la nourriture ou le lieu
(Facteurs externes) ou au cours de traitement (pour évalue les effets des xénobiotiques) a
I’aide de petit balance de 500g (Marque Aston®), La mesure de poids des rats est effectuée

chaque jour pendant la période de traitement a 1’aide d’une balance numérique (fig.21).
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Figure 21. Prise du poids des rats en utilisant la balance analytique.

b. Etude neurocomportementale

Cette étude ayant pour but d’évaluer les effets neurotoxiques induits par 1’exposition
aux polluants sur le comportement global des animaux en 1’occurrence la mémorisation,
I’apprentissage et I’anxiété, et 1’effet protecteur de I’Ephedra . Pour atteindre cet objectif, on
utilisées plusieurs tests ont été €élaborés tels que : le test d’Open Field, test de sucrose (test

d’anhédonie), test nage forcée.
b1) Tests comportementaux révélant d’éventuels troubles locomoteurs

-Test I’open field

L’open Field (Trey et al., 2015) permet d’évaluer le niveau d’activité locomotrice et
exploratoire de 1’animal placé dans une situation nouvelle. Dans un tel environnement, les
rongeurs privilégient spontanément l’environnement sécurisé, a savoir la periphérie de
I’appareil, protégée par les parois, a la zone centrale éclairée et ouverte. Ce test est basé sur le
comportement exploratoire spontané de I’animal, et sur le conflit généré par ce comportement
et par ’aversion naturelle du rat pour les environnements découverts. L.’Open Field utilisé
était une boite transparente en verre, carrée et ouverte (50x50x40cm) (fig.22). L’observation
des animaux commence quelques secondes apres l'introduction des animaux dans la cage
d'observation. Ce test analyse le comportement exploratoire du rat dans un espace clos.

L’animal est déposé au centre du dispositif et laissé libre de I’explorer pendant 5 minutes.
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Aprés le passage de chaque animal, le dispositif est nettoyé avec une solution hydro

alcoolique a 10% et séche.

Caméra de
control

Enregistrement et
analyse des données

PR . Expérimentation
Open field

Figure 22. Les instruments du test d’open Field (Gasmi, 2018).

b,) Tests comportementaux révélateurs de I’état d’anxiété et de dépression
-Teste nage forcee

Durant ce test la mesure de la durée d’immobilité nous renseigne sur le degré de  «
dépression» de 1’animal, plus précisément 1’état de résignation de motivation (Hua et al.,
2010). La diminution de la durée d’immobilité mesurée rassemble a un effet similaire a celui
observée aprés I’administration d’antidépresseur: moins 1’animal est résigné plus il aura
tendance a lutter. Le cylindre est rempli d’eau, de telle maniere a ce qu’une souris plongée a
I’intérieur ne puisse pas toucher le fond du dispositif. Le dispositif consiste en un cylindre en
plexiglas transparent de 30 cm de hauteur et 15 cm de diameétre. Porsolt a décrit pour la
premicre fois le test de la nage forcée en 1977. Durant ce test 1’animal est placé dans le
cylindre. Apres un certain temps de nage, il abandonne et se laisse flotter ; ses réactions sont
enregistrées durant 5 minutes. Il s’agit du test le plus largement utilisé chez les rongeurs, dans

le but d’étudier le phénomene de « dépression ».
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Les variables mesurées sont la latence de la premiére immobilité, la durée de mobilité,
la durée d'immobilité, ainsi que les pourcentages respectifs correspondants a ces deux derniers

parametres.

Figure 23. Teste nage forcée.

- Teste de sucrose

Dans ce test, on mesure le taux de 1’eau sucrée (saccharose) consommé selon (Serchov et
al., 2016). Les effets des xenobiotiques sur la consommation de saccharose ont été examinés
par un test utilisant deux bouteilles similaires de 150ml, 1’'une est contenant I’eau pure et
I’autre contenant de 1’eau sucré. Les rats ont libre acceés aux bouteilles. On mesure le volume
d’eau dans ces bouteilles chaque trois heures, le volume consommé est la moyenne de

consommation de trois essais au minimum.
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Figure 24. Teste de sucrose.

1.2.5. Technique de perfusion pour étude histologique

Aprés un mois de I’exposition des animaux un mode¢le de traitement, on a utilisé un rats
pour chaque lot par une nouvelle méthode (technique de perfusion) et recéper les cerveaux

pour I’étude histologique, on faite cette technique par les étapes suivent (fig.25):

v On injectée le chloral hydraté au niveau zone intra péritonéal pour I’anesthésie.

v" On ouvre le rat.

v" On coupé au niveau de I’oriel droite et injection de NaCl (pour rincage et lavage des
organes) au niveau de ventricule gauche jusqu’ a la vide de sang a partir les organes.

v" Ensuite I'injection de formaldéhyde (pour la fixation des organes meilleur fixateur)
jusqu’ a les organes doit étre solide.

v' En fin prélévement et rincage des organes et posée dans les boites de ECBU puis

ajoutée formaldéhyde.
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Figure 25. Les étapes de technique perfusion.

Remarque: On faite les analyses d’histologie des cerveaux dans Amanilabo. Laboratoire

d’Anatomie et histologie —Lucinde d’Alger-
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1.2.6. Sacrifice

A la fin de la période d’administration de traitement (Spinosad et L ‘ephedra sinica) de 30
jours, les animaux sont sacrifies par décapitation, on récupére le sang pour étude
hématologique, et ont prélevé les cerveaux ont été rapidement prélevés et rincés dans le
tampon de lavage a froid (fig.26), puis séchés a basse température (4°C) par un papier semi
absorbant. Les cerveaux de chaque lot sont pesés et répartis pour 1’étude des biomarqueurs:
dosage des parametres de stress oxydatif : GSH, GST, GPx, CAT, MDA, proteine, Ache.

Figure 26. Extraction du cerveau.
-Estimation du sang (étude hématologique)

Apres sacrifice prélevé le sang de tous les rats dans les tubes bien stériles, on faite les
analyses de hématologique (glycémie, cholestérol, urée) dans laboratoire Bouzaiane- Bir

Elater-Tébessa.

Figure 27. Prélevement le Sang
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1.2.7. Estimation du poids relatif du cerveau

Le poids relatif des organes des rats est calculé par rapport au poids corporels des rats

selon la formule suivant :

[ PRO =PO/PC X 100 J

PRO : poids relative des organes (g)
PO : poids d’organes (g)

PC : poids corporelles des rats (g)

Figure 29. Prise du poids les organes des rats.

1.2.8. Préparations des échantillons

Nous avons pesé le tissu cerébrale 300mg a été homogénéise dans 3ml de solution de
TP (0.1M, PH=7.4). Ensuite les homogénats ont été centrifugées & 12000 t/min pendant 15
min a 4C°, le surnageant résultant a été utilisé pour la détermination de taux de protéine,
GSH, GPX, GST, CAT, MDA, Ache.

3. Méthodes de dosage
3.1. Parametres métaboliques

e Dosage de la protéine

La concentration des protéines est déterminée par la méthode de (Bradford, 1976) en
utilisant 1’albumine de sérum de boeuf (BSA) comme standard. Les protéines sont diluées au

1/20 iéme dans de 1’eau distillée stérile. Au niveau d’une plaque Elisa 200 pl de réactif de
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Bradford sont ajoutés ensuite a 20 pl de la dilution et la densité optique est déterminée a 595
nm. Pour le dosage de la protéine consiste a faire réagir 250 pl du surnageant avec 250ml ED
et un Iml BBC laisse 5 min. La lecture des absorbances est effectuée a une longueur d’onde
de 595 nm contre un blanc contenant 250 pl d’eau distillée remplagant la quantité de
surnageant. Le calcul des concentrations se fait par 1’équation déduite de la gamme

d’étalonnage réalisé a partir d’une solution d’albumine de sérum de beeuf (Annexes).

3.2. Parametres du stress oxydant
e Dosage du MDA

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode de (Esterbauer et al., 1992). Le
principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec
I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment rose. Une quantité de 375ul de surnageant
est prélevée dans un tube sec, auquel est ajouté un volume de 150ul de la solution TBS (tris
50mM, NaCl (150mM ; pH7.4) et 375ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%), le
mélange est Vortexé et centrifugé a 1000t/min pendant 10min. Un volume de 400ul est
prélevé du surnageant auquel on ajoute 80ul du HCL 0.6M et 320ul de la solution tris-TBA
(Tris 26mM, TBA120mM). En fin, le mélange est vortexé et est ensuite incubé au bain marie
a 80°C pendant 10minutes. La lecture de la densité optique des échantillons est mesurée par

spectrophotométrie a 530 nm.

-La concentration de MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L):

DO.10°
[C] (nmol/mg protéine) =

e.L.X.Fd

C: Concentration en nmol/mg de protéines; DO: Densité optique lue a 530 nm.
e: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56105M—1cm—1.

L: Longueur du trajet optique = 0.779 cm.

X: Concentration de [’extrait en protéines (mg/ml).

Fd: Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

e Activite de la catalase (CAT)

Ce dosage a été effectué selon la technique décrite par (Aebi, 1984). Les catalases sont

présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes tétramériques. Chaque unité
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porte une molécule d’héme et une molécule de NADPH. L’activité catalase (CAT) a été
mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotométre par les variations de la densité optique
consécutives a la dismutation du péroxyde d’hydrogéne (H,0,). Les résultats sont exprimés
en pmol de H,O, par minute et par mg de protéines. Pour un volume final de 3 ml, le mélange
réactionnel est constitué de tampon phosphate (0,1M, pH 7) et de 100 ul d’extrait
enzymatique. La réaction est initiée par addition de 150 ul de H,O, a (3%). La vitesse de
décomposition de H,O; est déterminée en mesurant la diminution de I’absorbance a 240 nm
pendant 1 min. L’activité du CAT est exprimée en unités internationales (U.L) c’est-a-dire en

umol d’H,0, détruites/min/mg de protéines.

L'activité de catalase est calculée selon la loi suivant :
L’activité de la catalase =A DO / (¢.L.X.Fd)
- ADO : variation de la densité optique par minute (A1-A2)
- & : coefficient d’extinction 0.043 mM-1 cm-1
- L : largeur de la cuve en cm - X : quantité des protéines en mg/ml
- Fd : facteur de dilution par le H202 dans le tampon phosphate
e Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)

Cette enzyme catalyse 1I’oxydation de GSH par le cuméne hydropéroxyde. En présence de
GSH réductase et de NADPH, le glutathion oxydée (GSSG) est immédiatement converti a sa
forme réduite avec une oxydation concomitante de NADPH-NADP+. La réduction de cette
absorbance a été déterminée a 340 nm (Randox, 1996). Le recyclage du GSSG, produit de la
GPx, permet d’éviter une sous-estimation de I’activité de la peroxydase due a un rétrocontrdle

négatif de ’activité par une accumulation des produits de la réaction.

La détermination (calcule) de I’activité de la GPx se fait de la fagon suivant:
* Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.

* Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit — DOD.

* Extrait = 0.04 micro mole de GSH réduit — DOe.

Donc la concentration de GSH reduit qui sera oxydée (disparue) = DOe-DOb

X= (DOe—DOb) x 0.04/D0 b = quantité de GSH réduit disparue (oxydée) dans 0.2 extrait

dans 1ml.

66



Matériels et méthodes

L’activité de la GPx = la quantité de GSH reduit oxydée disparue X 5/ [protéine].

e Dosage de glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de (Weckbeker et Cory, 1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de I’acide 2-nitro-5-
mercapturique, ce dernier résulte de la réduction de 1’acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, 1’échantillon
(cytosol/matrice) doit subir une déprotéinisation par I’acide sulfosalycilique (0.25%) afin de
protéger les groupements-SH du glutathion. Brievement ; les échantillons (200mg de tissu)
sont mis individuellement en présence de 8 ml de solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine
Tétra Acétique) a 0,2M. Le mélange mis dans des glagons est broyé a 1’aide d’un pilon en
porcelaine. L’homogénat est ensuite déprotéinisé en prenant 0.8ml de ce dernier auquel on
ajoute 0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%. Le mélange est vortexé
et laissé pendant 15min dans un bain de glace, et centrifugé ensuite pendant 5min a
1000t/min. 0.5ml du surnagent est prélevé auquel est ajouté 1ml de tampon tris-HCL+EDTA
(0.02M), pH 9.6. Au mélange est ajouté 0.025ml de I’acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DTNB) a 0.01M dissous dans le méthanol absolu. Le mélange est laissé reposer pendant

Smin a température ambiante et 1’absorbance (A) est mesurée a 412nm.

% La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante:

DO x1x1,525
13100x 0,8 X 0,5 xmg

GSH(nmol GSH/mg protéine) =

DO: Densité optique

1: Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml homogénat + 0.2 ml

de ’acide salicylique).

1.525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0.5 ml surnageant + 1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

13100: Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.
0.8: Volume de I’homogénat apres déprotéinisation trouve dans 1 ml.

0.5: Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.
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La concentration de GSH est mesurée par rapport a 1mg de protéine. C’est pour cela ce

dosage doit étre accompagne par le dosage des protéines.

e Dosage de P’activité de glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de I’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de (Habig et al., 1974), Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-Chloro2, 4-dinitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutathion (GST), la
conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle; 1-S-Glutathionyle 2-4 Di
nitrobenzéne permettant de mesurer ’activit¢é de GST. La valeur de la densité optique
mesurée est directement proportionnelle a la quantité de conjugué formé elle-méme liée a
I’intensité de 1‘activité GST. Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2ml
du mélange CDNB (1mM), GSH (5mM) [20.26mg CDNB, 153.65mg GSH, 1ml éthanol,
100ml tampon phosphate (0.1M, PH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée pendant une
minute et chaque 15sec a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl

d’eau distillée remplagant la quantité de surnageant.

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante:

(DO échant/min—DO blanc/min
9,6xmg de protéine

GST (nmol GST/min/mg protéine) =

DO échantillon-DO blanc: moyenne des DO des échantillons par minute — moyenne des DO

des Blancs par minute.
E+: Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ¢C-DNB = 9.6 mM-1.cm-1
3.3. Dosage d’Ache

La méthode de dosage de 1’acétylcholinestérase (Ache) la plus courante (Ellman et
al., 1961), consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine, dont I’hydrolyse
libere de la thiocholine et de ’acide acétique. Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml
de solution détergente (38,03mg éthylene glycol tris-B-aminoéthy éther N N N’ N, 1ml triton
X 100%, 5,845g NaCl, 80ml tampon tris 10mM) a 1’aide d’un homogénéisateur a ultrasons
puis centrifugés a 5000t/min pendant 5mn. Le surnageant est utilisé immediatement pour la
mesure de Dactivité Ache. Les étapes du dosage d’Ache sont les suivantes : 100ul de

surnageant sont additionnées a 100ul de DTNB (0,1M, pH 8) (39,6mg de DTNB, 15mg
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CO3Na, dans 10ml tris 0,1M, pH 7) et Iml du tampon tris (0,1M, pH 7). Aprés 5min de repos
nécessaire pour épuiser la réaction spontanée, 100ul de substrat acétylthiocholine (118mg
ACh dans 5ml d’eau distillée) sont ajoutés. La lecture des densités optiques s’effectue a

412nm toutes les 4min pendant 20min.
L’activité Acétylcholine estérase est calculée selon la formule suivante :

Do

A
R (mol/min/mg) = 5,74 x 106
Co : Concentration originale du tissu mg/ml.
3.4. Etude histologique

La technique utilisée est celle décrite par (Houlot, 1984) qui comporte les étapes
suivantes ; La fixation des échantillons dans le formol, puis mise de ces échantillons
tissulaires dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le passage des
liquides. Déshydratation et progressif les échantillons dans des bains d’éthanol de
concentration croissante (70%, 95% et 100%). Inclusion et réalisation des blocs, Les piéces
sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide. Les tissus étant maintenu et imbibés
de paraffine, viennent alors 1’étape de 1’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans
un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. La réalisation des coupes
minces de quelques microns est possible grace a Microtomes. Ces coupes sont photographiées
a I’aide d’un appareil photos liée a une loupe (Eso Bx305F).

3.5. Parametres hématologiques

Nous avons utilisé des tests sanguins (Glycémie, urée, cholestérol) comme indicateur

pour garantir ’intoxication, selon les protocoles suivants:
3.5.1. Glycémie

Les mesures sont réalisées sur du sérum par la méthode a la GOD et la fiche technique

Spinreact .Le glucose est transformé par le glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et

peroxyde d’hydrogene (H,0,). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le
chromogene incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge (quinoneimine)

(Kaplan, 1984 ; Trinder, 1969), selon les réactions suivantes :
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GOD
B —D-Glucose + O, + H,0 3 Acide gluconique + H,0,

POD
H20, + Phenol + 4-aminophénazone 3 Quinone + H,0

Dans un tube sec 10 pl d’échantillon sont ajoutés a Iml de réactif de glucose [(GOD :
1500 U/L, POD : 1000 U/L, 4 aminophénazone : 2.6 mmol/l) dissout dans un tampon tris
pH7.4 contenant 3mmol/l du phénol], incubation a 37°C pendant 10 minutes, lecture contre

un blanc réactif a 500 nm avec utilisation d’un étalon.

(A) Echantillon
[Glucose] (mg/dl) = = 10 (concentration de I’étalon)
(A) Etalon

3.5.2. Taux d’urée

Le dosage est réalisé sur le sérum par la méthode colorimétrique utilisant 1’uréase
selon lafiche technique Spinréact. L uréase hydrolyse 1’urée en ammoniaque (NH4") et le
dioxyde de carbone (CO,). Les ions NH;" réagissent avec le salicylate et 1’hypochlorite
(NaClO), en présence de nitroprusside pour former 1’indophénol de couleur verte (Kaplan et

al, 1984), selon les réactions :

Uréase
Urée + HO 2 (NH;"),+CO;

Nitroprusside
NH," + Salicylate +NaOClI 3 Indophénol

Dans un tube sec 10ul d’échantillon sont additionnés a 1ml de réactif 1 [ uréase 30000
U/L dissoute dans un tampon phosphate pH=6.7 : 50mmol/l contenant (EDTA : 2mmol/I,
salicylate de sodium : 400mmol/I, nitroprusside de sodium : 10mmol/l)] , agitation, incubation
a 37°C pendant 5 minutes, ensuite 1ml de réactif 2 (hypochlorite de sodium : 140mmol/I,
hydroxyde de sodium: 150 mmol/l) est ajouté au meélange, , agitation, incubation a 37°C

pendant 5 min, lecture contre un blanc réactif a 580 nm avec utilisation d’un étalon.

Urée (mg/dIl) = %x 50 (concentration de I’étalon)
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3.5.3. Cholestérol

Méthode colorimétrique selon la fiche technique Spirant. Le cholestérol présent dans
le sérum se transforme en composé coloré selon les réactions suivantes (Naito & Kaplan,
1984) :

Cholestérol estérase
Esters de cholestérol + H,0O >  cholestérol + acides gras

Cholesterol oxydase
Cholestérol + O, —> cholestenone + H,0,
POD

4 aminophénazone+ 2H O + phénol Quinoneimine + 4AHO  ——3Quinoneimine + 4H O

Dans un tube sec 10ul d’échantillon (sérum) sont additionnés a 1ml de réactif de travail [R2
(Cholestérol estérase: 300 U/L, Cholestérol oxydase: 300 U/L, Peroxydase (POD) : 1250U/L,
4- aminophénazone: 0.4 mmol/l) dissout dans le tampon ; R1(PIPES pH6.9 : 96 mmol/l,
phénol : 26 mmol/l)], agitation, incubation & 37°C pendant 05minutes. Lecture de la densité
optique a A=505 nm contre un blanc réactif en utilisant un tube étalon.

(A) échantillon

(Cholestérol) mg/dI = @) étalon

X200 (concentration de l'étalon)

Facteur de conversion : mg/dl x 0.0258 = mmol/I
4. Etudes statistiques

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de six répétitions (moyen *
écart type), et pour mieux visualiser en utilisant I'office Excel 2010 pour représentés ces
résultats sous forme des histogrammes. L’analyse statistique a été réalisée a 1'aide du logiciel
Minitab® 17.1. La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est vérifiee

en utilisant le test de Dunette et le test t «tukey», et le résultat de comparaison comme suivant:

v' p> 0,05 = la différence n’est pas significative.
v' (*)0,05>P > 0,01 = la différence est significative.

v' (**)0,01> P > 0,001 = la différence est hautement significative.
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v' (***) P<0,001 = la différence est tres hautement significative.
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2. Resultats
2.1.Effets du spinosad et I’ephedra sur les parametres de la croissance globale des

animaux

Les résultats de 1’évaluation des parameétres de croissance en termes de poids corporel, le
gain de poids et le poids relatif durant les un mois de traitement des différents groupes

d’animaux par le spinosad et Ephedra sinica.
2.1.1. Poids corporel

Les résultats de 1’évaluation du poids corporel montrent une diminution tres hautement
significative (p<0,001) de poids corporel chez les rats traités par S a une dose 0.25 mg/kg/j
(fig.30A) ou le nombre enregistré était (245.43+4.75g), alors qu’il n’a atteint que
(283.25+15.609) chez les rats témoins (tab.11).

En revanche, on observe une amélioration de gain de poids a chaque fois qu’on associe

I’Ephedra E au pesticide S (fig.30B).
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Figure 30. Evolution du poids corporel (PC) chez les différents groupes traités durant un mois
par le spinosad (S) et a I’ephedra (E). (A) : changement cinétique du poids. (B) : Différence

des poids total entre les différence groupes des rats.

2.1.2.

La différence entre poids initial et final

Les résultats de 1’évaluation de la différence entre le poids initial et le poids final (fig

A.) présentent une diminution non significatif (P>0.05) chez les lots traités par E en
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comparaison avec le lot témoin (fig.31 A). Ces résultats montrent aussi une diminution trés
hautement significative (P<0.001) chez les rats traités par Spinosad a une dose 0.25 mg/kg/j
(fig.31-B) ou le nombre enregistré était (-6+-20.09g), alors qu’il n’a atteint que (50+-6.83Q)
chez les rats témoins (tab.11).

En revanche, on observe une amélioration de la différence entre le poids initial et

poids final a chaque fois qu’on associe I’Ephedra E au pesticide S. (fig.31-B)
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Figure 31. La différence entre poids initial et final chez les différents groupes traités durant

un mois par le Spinosad S et a I’Ephedra E.
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2.1.3. Gain de poids (GP)

Les résultats de 1’évaluation du gain de poids présentent une diminution de gain de
poids chez les lots traités par E en comparaison avec le lot témoin. Ces resultats montrent
aussi une forte diminution significative de GP chez les rats traités par Spinosad a une dose
0.25 mg/kg ou le nombre enregistré était (-9.33+6.15 g), alors qu’il n’a atteint que (56.5+0.67

g) chez les rats témoins (tab.11).

En revanche, on observe une amélioration de gain de poids a chaque fois qu’on associe

I’Ephedra E au pesticide S par rapport lot S (fig.32).

Gain de Poids

POIDS(G)

GROUPES DES RATS

Figure 32. Evolution du gain de poids corporel (GP) chez les rats témoins et traités apres un

mois de traitement par le pesticide (S) et I’Ephedra (E).
2.1.4. Poids relatif du cerveau (PRc)

Les reésultats de 1I’évaluation du poids relatif PRc, présentent une augmentation non
significative (P>0.05) du poids de cerveau chez les rats traités par Spinosad a une dose 0.25
mg/kg/] ou le nombre enregistré était (0.88+0.08g), alors qu’il n’a atteint que (0.76+0.21g)

chez les rats témoins (tab.11).

En revanche, on observe une amélioration de gain de poids a chaque fois qu’on associe

I’Ephedra E au pesticide S par rapport lot S (fig.33).
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Figure 33. Evolution du poids relatif du cerveau (PRc) chez les rats traités durant un mois par
le pesticide (S) et I’Ephedra (E).

Tableau 11. Variation des poids corporel PC, Gain de poids GP, poids relatifs du cerveau

PRc chez les rats témoins et traités Ephedra Sinica (E), Spinosad (S) et Spinosad+Ephedra

(E+S) apres un mois de traitement.

Paramétré
-
PC (G) 283,25+15,60
Différence entre Pl et
PF (G) 50+-6,83
GP (G) 56,5+0,67
PRc (%) 0,760,21
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Groupes de rats traités

E

253,26+7,09

25,83+5,01

12,66+5,59

0,77+0,09

245,432+4,75
*kk

06+20,09

9,33+6,15

0,88+0,08

E+S

261,89+8,21

18,33+17,81

12,33+5,73

0,78+0,14
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2.2. Etude des paramétres biochimiques et enzymatiques
2.2.1. Effet du spinosad et ’Ephedra sur les paramétres biochimiques chez les rats
» Effet du spinosad et ’Ephedra sur le taux des protéines

La figure 34 et le tableaul2 montrent le taux des protéines cérébral. Nous constatons une
diminution hautement significative (P<0.01), de taux de protéine cérébrale chez le lot traité
(S) Spinosad a une dose 0.25mg/Kg/j ou le nombre enregistré était (0.29+0.07Mg/Mg
d’CHAN), alors qu’il n’a atteint que (0.55+0.05Mg/Mg d’CHAN) chez les rats témoins
(tab.12).

En revanche, on observe une amélioration de gain de poids a chaque fois qu’on associe

I’Ephedra E au pesticide S (fig.34).

Tableau 12. Variation du taux des protéines cérébrales chez les rats dans les différents lots

expérimentaux (m =+ 0).

Lots expérimentaux T E S S+E
rotéine (Mg/M faled

P (Mg/Mg 0,55 £ 0,05

d’CHAN) 0,53+ 0,05 0,29+ 0,07 0,47+ 0,05

Chaque valeur est exprimée es moyenne + écart type. Le test de student est appliqué pour une
étude statistique comparative entre les différents groupes traités et les groupes témoins.

(P<0.05) : significatif (*), (P<0.01) : hautement significatif (**), (P<0.001) : trés hautement
significatif (***), (P>0.05) : non significatif.
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Figure 34. Variation de taux des protéines cérébrale (mg/g) chez les rats témoins et traités
apres Un mois de traitement.

2.2.2. Effet du Spinosad et I’Ephedra sur les parametres enzymatiques chez les rats
A. Effet du spinosad et I’ephedra sur le taux de malondialdéhyde (MDA)

La figure 35 et le tableau 13 représentent le traitement des rats Wistar par Spinosad a
une dose (0.25mg/kg/jour) et I’ephedra a une dose (100mg/Kg/j) pendant un mois. Nous
notons une augmentation trés hautement significative (P<0.001) de la teneur en

malondialdéhyde (MDA) cérébrale, dans le lot traité par le S, par rapport au lot témoin

(tab.13).

En revanche, on observe une amélioration de taux de MDA a chaque fois qu’on

associe I’Ephedra E au pesticide S (fig.35).
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Figure 35. Variation du taux de MDA (umol/min/mg de protéine) chez les rats témoins et
traité aprés un mois de traitement

B. Effet du spinosad et I’ephedra les variations d’activité de catalase CAT

La figure 36 et le tableau 13 montrent que I'activité de catalase CAT. Nous constatons
une augmentation non significative (P>0.05) de taux de CAT cérébrale chez le lot traité (E)
par rapport le lot ttmoin et une diminution trés hautement significatif (P<0.001) de taux CAT

cérébral chez le lot traité par (S) a une dose 0.25 mg/kg/j par rapport les rats témoins (tab.13).

En revanche, on observe une amélioration de 1’activité CAT a chaque fois qu’on

associe I’Ephedra E au pesticide S (fig.36).
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Figure 36. Variation de I’activité enzymatique de Catalase (umol/min/mg de protéine) chez
les rats témoins et traité aprés un mois de traitement.
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C. Effet du spinosad et I’ephedra sur les variations d’activité de la Glutathion

peroxydase GPx

La figure 37 et le tableau 13 montrent que l'activité de Glutathion peroxydase GPx.
Nous constatons une augmentation hautement significative (P<0.01) de taux de GPx cérébrale

chez le lot traité (S) & une dose 0.25 mg/kg/j par rapport les rats témoins (tab.13).

En revanche, on observe une amélioration de taux de GPx cérébral a chaque fois

qu’on associe I’Ephedra E au pesticide S (fig.37).
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Figure 37. Variation du taux de GPx cérébrale (umol/min/mg de protéine) chez les rats

témoins et traités aprés un mois de traitement.
D. Effet du spinosad et I’ephedra sur le taux de Glutathion réduit GSH

La figure 38 et le tableau 13 représentent le taux de GSH cérébrale. On remarquera
une augmentation non significatif (P>0.05) de taux de GSH au niveau du lot traité par E a une
dose 100mg/Kg/j et une diminution trés hautement significative (P<0.001) de la teneur
cellulaire en glutathion réduit (GSH) au niveau du lot traité par Spinosad (S) a une dose de

(0.25mg/kg/j) pendant un mois comparant au lot témoin.

En revanche, on observe une amélioration de la teneur cellulaire en GSH a chaque fois

qu’on associe I’Ephedra E au pesticide S (fig.38).
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Figure 38. Variation du Taux de GSH (umol/min/mg protéine) chez les rats témoins et

traités par spinosad, I’Ephedra et E+S aprés un mois de traitement.

E. Effet du spinosad et ’Ephedra sur les variations d’activité de Glutathion—S-

transférase GST

La figure 39 et le tableau 13 représentent le taux de GST cérébrale. On remarquera une
augmentation non significatif (P>0.05) de taux de GST au niveau du lot traité par E & une
dose 100mg/Kg/j et une diminution hautement significative (P<0.01) de taux de GST cérébral
au niveau du lot traité par Spinosad (S) a une dose de (0.25mg/kg/j) pendant un mois

comparant au lot témoin.

En revanche, on observe une augmentation significatif (P<0.05) de taux de GST

cérébrale a chaque fois qu’on associe I’Ephedra E au pesticide S (fig.39).
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Figure 39. Variation de ’activité de GST (umol/min/mg de protéine) chez les rats témoins et

effet de spinosad et /’Ephedra sinica apres un mois de traitement.
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Tableau 13. Variation cytosolique des Glutathion (GSH), Malon dialdéhyde (MDA), I’activité enzymatique de la Glutathion peroxydase (GPXx),
Glutathion S transférase (GST), et la catalase (CAT) dans le cerveau total chez les rats témoins et traités Ephedra Sinica (E), Spinosad (S) et

Spinosad+Ephedra (E+S) aprés un mois de traitement.

Groupes de rats traités

Paramétres
T E S E+S
*kx
MDA (pmol/min/mg de protéine)
17,76x2,12 19,15+3,45 30,95+4,50 17,51+2,88
**k*k
CAT (pmol/min/mg de protéine) 0,001+0,001 0,001:0,0001 0,0003+0,0001 0,001+0,0001
*%*
GPx (pmol/min/mg de protéine)
0,17+0,01 0,19+0,01 0,38+0,02 0,18+0,04
. . *kx
GSH (pmol/min/mg protéine)
7,35+ 0,33 7,77 £0,37 3,84 £ 0,46 7,41+ 0,21
*%* *
GST (umol/min/mg de protcine) 3.7067+0.7534 4.06+0.93 2.300.40 3.090.40

Chaque valeur est exprimée es moyenne * écart type. Le test de student est appliqué pour une étude statistique comparative entre les
différents groupes traités et les groupes témoins. (P<0.05) : significatif (*), (P<0.01) : hautement significatif (**), (P<0.001) : tres
hautement significatif (***), (P>0.05) : non significatif
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2.3. Effets des pesticides et de la spinosad et ’ephedra sinica sur le neurotransmetteur
(Ache) dans le cerveau total

v Acétylcholine estérase

Les résultats obtenus lors de 1’évaluation de 1’activité de I’acétylcholinestérase dans le
cerveau total. On remarque une diminution trés hautement significative (p<0,001) de I’activité
de I’Ache est enregistrée dans le cerveau global chez le groupe traité par S a une dose
0.25mg/Kg/j et une augmentation non significatif (P>0.05) cher le groupe traité par E a une

dose 100mg/Kg/j pendant un mois comparant au lot témoin.

En revanche, on observe une augmentation significatif (P<0.05) de taux de I’activité
Ache a chaque fois qu’on associe I’Ephedra E au pesticide S (fig.40) et remarquée une
augmentation significative (p<0,05) de I’activité de cette enzyme est également observée chez

le lot traité par E+S par rapport le groupe traité par le S comparés tous au lot témoin.

Tableau 14. Activités du taux d’AchE chez les rats dans les différents lots expérimentaux (m

+ J).

Lots
. T E S E+S
expérimentaux
AChe **k*k *
(nmol/min/mg) 81,09+6,18 83,91+3,14 41,6545,18 71,48+4,10
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Figure 40.Variation de I’activité de AchE (nmol/min /mg) chez les rats témoins et Effet de

spinosad et /’Ephedra sinica aprés un mois de traitement.
2.4. Effets du pesticide et I’Ephedra sur le neurocomportemental chez le rat
2.4.1. Test de «Open field »
La figure montre les résultats du test d’Open Field, ou :

- La figure (41-A) présente une augmentation du temps de latence par le S dans la zone

intermédiaire par rapport aux témoins.

- La figure (41-B) présente une augmentation du nombre total de Groning par rapport aux

témoins.

- La figure (41-C) présente une diminution du nombre total de Reaning par rapport aux

témoins.

- La figure (41-D) présente une diminution du nombre total de fréquence déambulation par

rapport aux témoins.
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Figure 41.Variation des données du test Open Field chez les rats traités durant un mois par le
spinosad et I’Ephedra. (A): Temps de latence ; (B): Groning ; (C): Rearing ; (D): fréquence
déambulation

Le tableau 15 présent Variation des données de test d’Open field, nous avons
remarqué chez les rats traités par S a une dose 0.25mg/Kg/j une augmentation de temps de
latence (Sec) ou le nombre enregistré était (6.8+£9.41 sec), alors qu’il n’a atteint que (2.6+5.27
Sec) chez les rats témoins et une augmentation de nombre de groning ou le nombre enregistré
était (3.6+0.89), alors qu’il n’a atteint que (3£2.64) chez les rats témoins et une diminution de
nombre de rearing ou le nombre enregistré était (29+10.60), alors qu’il n’a atteint que
(41.2£14.46) chez les rats témoins, et une diminution de nombre de fréquence déambulation

ou le nombre enregistré était (8.4+0.34), alors qu’il n’a atteint que (9+0) chez les rats témoins.

En revanche, on observe une amélioration de ces données a chaque fois qu’on associe

I’Ephedra E au pesticide S.
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Tableau 15. Variation des données de test d’Open field (Temps de latence (Sec), Groning,
Rearing, fréquence déambulation) chez les rats témoins et traités Ephedra Sinica (E),

Spinosad (S) et Spinosad+Ephedra (E+S) apres un mois de traitement.

Groupes de rats traités
Données de test d’Open Field

T E S E+S
Temps de latence (Sec) 2 645,27 5+3 6,849.41 4.8+5,16
Groning 342,64 3,4+1,81 3,6x0,89  3+1,87
Reaning 41,2+14,46 36,4+14,65 29+10,60 36,8+9,67
Fréquence déambulation 9+0 84+034 8.4+034 9+0

2.4.2. Test de préférence au sucrose

Les résultats obtenus de ce test montrent chez le groupe traité par S une diminution
trés hautement significative (P<0.001) de consommation d’eau aprés 3h ou le nombre
enregistré était (4.66+£7.93ml), alors qu’il n’a atteint que (20.66+11.01ml) chez les rats
témoins (tab.16), et une diminution hautement significatif (P<0.01) de consommation d’eau
sucrée apres 3h par rapport le groupe témoin ou le nombre enregistré était (34.33+9.02ml),
alors qu’il n’a atteint que (65+10.66ml) chez les rats témoins (tab.16), et une augmentation
significatif (P<0.05) de consommation d’eau sucrée chez les rats traités par E+S comparé aux
témoins, et aussi ces mémes résultats ne montrent aucune différence significative chez les rats

traités par E par rapport aux témoins (fig.42).

En revanche, on observe une amélioration de concentration de consommation d’eau et

d’eau sucrée a chaque fois qu’on associe I’Ephedra E au pesticide S.
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Figure 42. Variation du test de préférence au sucrose et de la consommation d’eau sucrée

chez les rats traités durant un mois par le pesticide S et I’Ephedra E.
2.4.3 Test de nage forcée

Les résultats affichés dans de la figure 43 et le tableau 16 montrent une diminution
hautement significative (p<0,01) du temps de résistance chez les rats traités par S comparés
aux témoins, ou le nombre enregistré était (1.32+0.31), alors qu’il n’a atteint que (5+0) chez

les rats témoins (tab.16).

En revanche, on observe une amélioration de temps de résistance chaque fois qu’on

associe I’Ephedra E au pesticide S (fig.43).
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Figure 43. Variation du test de nagé forcée chez les rats traités durant un mois par le pesticide
S et I’Ephedra E.

Tableau 16. Variation des données de test de nagé forcée et test de sucrose chez les rats
témoins et traités Ephedra Sinica (E), Spinosad (S) et Spinosad+Ephedra (E+S) aprés un mois

de traitement.

Groupes de rats traités

Parameétre
T E S E+S
Test de nage forcée **
(min) 5+0 3,46+0,32 1,32+0,31 3,37+0,31
20,66+£11,01 27+10,57 4,66+7,93 9+10,14
Test de sucrose (ml) et 4
65+10,66 69,66+11,80 34,3319,02 51+11,07
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2.5. Histologie du cerveau total (Topographie du cerveau)
2.5.1. Effets de pesticide et de I’Ephedra sur I’observation macroscopique du cerveau

On observe une diminution de la taille de cerveau chez les rats traites par le pesticide
spinosad par rapport au témoin.

Figure 44. Observation macroscopique du cerveau chez les rats traités par S, E, E+S et les
rats témoins.

2.5.2. Effets de pesticide et de I’Ephedra sur I’histologie globale du cerveau

L’observation des coupes histologiques du cerveau totale des rats traités par le
Spinosad a 0.25mg/Kg/j pendant 30 jours, révele une modification morphologique de région
cérébrale bien visible par rapport au groupe témoins, la coupe histologique montre une
altération structurale des tissus marqués par la présence des taches noires qui sont des zones
dilatées et comparés au cerveau témoin. Aussi, on a pu constater un changement
morphologique dans la taille de régions cérébrale comparée au cerveau témoin. On conclue
par une observation de remaniements auto-lytiques dans les tissus cérébraux.
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Alors que le traitement des animaux par /’Ephedra sinica a 100mg/Kg/j seule ou

associee au pesticide spinosad les altérations tissulaire induites par le pesticide.

RatTémoin. X:40. Rat Exposé Extrait. X:40.

| 4
g ¢ <
&

RatExposé Pesticide. X:40. Rat Exposé Extrait + Pesticide. X:40.

Figure 45. Coupes histologiques (x40) dans le cerveau totale des rats témoins et traités par
[’Ephedra sinica (ES) et Spinosad (S) et leurs combinaisons aprées 30 jours.
2.6.Parametres hématologiques chez les rats
Les parametres hématologiques des rats sont des analyses sur le sang [Glycémie, Taux
d’urée et cholestérol]

2.6.1. Glycémie

Le traitement des rats par I’insecticide Spinosad a induit une augmentation hautement
significative (P<0.01) du taux de glycémie chez les rats traitée par le spinosad a une dose 0.25
mg/kg ou le nombre enregistré était (1.54+0.08g/L), alors qu’il n’a atteint que (1.28+0.05g/L)
chez les rats témoins (tab.17).
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En revanche, on observe amélioration de taux de la glycémie a chaque fois qu’on

associe I’Ephedra E au pesticide S par rapport les rats traités par le spinosad (Fig.46).
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Figure 46. L’effet de Spinosad et I’Ephedra sur le taux de glycémie.
2.6.2. Taux d’urée

Le traitement des rats par I’insecticide Spinosad a induit une augmentation trés
hautement significative (P <0.001) du taux d’urée chez les rats traitées par le spinosad a une
dose 0.25 mg/kg ou le nombre enregistré était (0.74+0.06g/L), alors qu’il n’a atteint que
(0.25+0.05¢/L) chez les rats témoins (tab.17).

En revanche, on observe amélioration de taux d’urée a chaque fois qu’on associe

I’Ephedra E au pesticide S par rapport le lot traitée par le spinosad (fig.47).
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Figure 47. L’effet de Spinosad et I’Ephedra sur le taux d’urée.
2.6.3. Cholestérol

Le traitement des rats par I’insecticide Spinosad a induit une augmentation hautement
significative (P <0.01) du taux de cholestérol chez les rats traitées par le spinosad & une dose
0.25 mg/kg ou le nombre enregistré était (0.88+0.05g/L), alors qu’il n’a atteint que
(0.66+0.049g/L) chez les rats témoins (tab.17).

En revanche, on observe une amélioration de taux de cholestérol a chaque fois qu’on

associe I’Ephedra E au pesticide S par rapport les rats traités par le spinosad (fig48.).
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Figure 48. L’effet de Spinosad et I’Ephedra sur le taux de cholestérol.
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Tableau 17. Variation des paramétres hématologique (glycémie, taux d’urée, cholestérol)
chez les rats témoins et traités Ephedra Sinica (E), Spinosad (S) et Spinosad+Ephedra (E+S)

apres un mois de traitement.

Groupes de rats traités

Parametres T E S E+S
. . **
Glycémie (g/L) 1,28+0,05 1,23+0,05 1,54+0,08 1,32+0,08
*kx
Taux d’urée (g/L) 0,25+0,05 0,27+0,06 0,74+0,06 0,29+0,04
**
Cholesterol (g/L) 066004 0541007 = 0884005 0,74:0,02

Chaque valeur est exprimée es moyenne + écart type. Le test de student est appliqué pour une

étude statistique comparative entre les différents groupes traités et les groupes témoins.

(P<0.05) : significatif (*), (P<0.01) : hautement significatif (**), (P<0.001) : trés hautement
significatif (***), (P>0.05) : non significatif.
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3. Discussion

De récentes etudes épidémiologiques suggérent que les pesticides pourraient contribuer
au développement de maladies neurodégénératives, comme les maladies de Parkinson et
d’Alzheimer. Au sein de la famille des pesticides, les insecticides sont souvent les plus
incriminés pour leur caractere neurotoxique (Steeve H et al., 2013). Le stress oxydatif est I’un
des principaux mécanismes de toxicité associés a une panoplie de xénobiotiques dans
I’environnement, parmi lesquels, on retrouve les pesticides et les produits phytosanitaires
(Gasmi, 2018). Le stress oxydant est impliqué dans les mécanismes de mort cellulaire lors des
maladies neurodégénératives. La maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson idiopathique
et la sclérose latérale amyotrophique sont les plus fréquentes de ces affections. Dans ces trois

cas, les marqueurs du stress oxydant sont anormaux (Desport et Couratier, 2002).

Dans cette présente étude, nous sommes intéressés, a priori a la mise en évidence d’un
éventuel effet neurotoxique sur le cerveau total chez les rats exposés a des petites doses plus
réalistes possibles du spinosad (S), et a I'intérét de la prévention de cette toxicité par
[’ephedra sinica (ES), molécule de grande importance dans la cytoprotection contre les effets
déléteres du stress oxydant engendré trés souvent par les xénobiotiques. Des travaux
biochimique, biologique et neurocomportemental étaient plus qu’indispensables pour cerner,
d’une maniere scientifique satisfaisante, la question posée dans la problématique que 1’on a
posée dans I’introduction de cette étude.

3.1. Effets de spinosad et I’ephedra sinica sur les parametres de la croissance

globale

Les résultats de 1’évaluation des parametres pondéraux suggerent que 1’administration
d’insecticide spinosad provoque une diminution significative de la croissance corporelle chez
les rats traités par spinosad a dose 0.25mg/Kg/j. Cette diminution peut étre traduite par la
perturbation du métabolisme cellulaire sous ’effet du stress oxydatif engendré par les ROS
constaté dans cette étude, ainsi que par d’autres médiateurs chimiques tels que certaine
cytokine proinflammatoire que 1’organisme puisse libérer aprés les effets toxiques des
pesticides. La réduction du poids corporel peut étre le résultat également du phénomene
anorexique que les animaux puissent subir avec le temps de 1’exposition aux xénobiotiques et

I’état de stress dans lequel vivent durant la période de cette exposition (Gasmi, 2018).
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Ce résultat s’accorde avec I’étude de Belhaouchet, 2014, qui en travaillé sur
I’evaluation de la toxicité du spinosad « insecticide nouvellement introduit en Algérie » sur un
modele expérimental bioindicateur de la pollution « Helix aspersa »

Par ailleurs, I’utilisation de I'ephedra sinica a montré une amélioration de ces
parametres ponderaux des animaux. Ceci pourrait étre la conséquence de son pouvoir
antioxydant en normalisant I’homéostasie redox intracellulaire et le rétablissement de 1’état
psychique des animaux (Gasmi, 2018).

3.2. Effets de spinosad et I’ephedra sinca sur les paramétres biochimiques

Dans la MA, L’expression de toutes les protéines pro-apoptotiques était
significativement diminuée (Claire et al., 2016). D’aprés les résultats de ce travail,
I’exposition des rats au spinosad a induit une diminution de taux de protéine cérébrale. Nos
résultats sont en accord avec les travaux de Chaabane et al., 2012, L’exposition de spinosad,
entraine une diminution dans le contenu en protéines. Ces modifications métaboliques
pourraient s’expliquer par des perturbations dans le contréle nerveux et endocrinien (via les

neurohormones et hormones) causees par la neurotoxicité du spinosad.

En revanche, on observe une amélioration de taux de protéine chez les rats traités par
la mixture de spinosad et 1’ephedra, selon la composition de 1’ephedra (alcaloides,
flavonoides...), les flavonoides qui diminuer la peroxydation lipidique, parce que la

peroxydation lipidique et le taux de protéine qui fonctionnement inversé.
3.3. Effets de spinosad et /’ephedra sinica sur le statut redox

Le cerveau consomme de 20 a 25% d’O; corporel, cette grande quantité d’O; est
responsable sur la production modérée de ROS (-2% transformé en O,°), mais avec les
systemes antioxydants cellulaires cette quantité ne présente aucun risque pour 1’organisme
(Gasmi, 2018). D’aprés les résultats obtenus de cette étude, 1’exposition des animaux au
pesticide spinosad presente un déséquilibre du statut redox dans le cerveau. Le stress oxydatif
est impliqué dans de trés nombreuses pathologies telles que le cancer, cataracte, sclérose
latérale amyotrophique, vieillissement accéléré. Il est un des facteurs de genése de maladies
plurifactorielles telles que la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Kada, 2018).
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En revanche, on observe une amélioration sur les parameétres de stress oxydatif chez
les rats traités par la mixture de spinosad et 1’ephedra, cela est di aux composants de cette

plante.
3.3.1. Effets sur le taux Malondialdéhyde (MAD)

Dans notre étude, nous avons constaté que le taux de MDA tend a augmente chez les
rats traites par l’insecticide spinosad par rapport aux témoins. Malondialdéhyde (MDA),
comme un biomarqueur de la peroxydation lipidique, est susceptible d'étre ajouté a des
biomacromolécules, entrainant une Iésion cérébrale secondaire. Le malondialdéhyde (MDA),
I'un des plus importantes especes carbonylées réactive, est un biomarqueur essentiel de la
peroxydation lipidique. Le MDA surproduit peut réagir avec des protéines ou des acides
nucléiques et endommager irréversiblement la fonctionnalité du cerveau, conduisant & une
nouvelle reperfusion blessure (Di Su et al., 2020). Nos résultats sont en accord avec les
travaux de Maiza et al., 2011, dans cette étude le taux de MDA chez les séries traitées par le
spinosad significativement augmentée, en comparaison aux séries témoins, indiquant donc
une peroxydation lipidique des membranes cellulaires, L’augmentation du taux de MDA suite
a une déficience du systeme de défense antioxydant. Et nos résultats sont en accord aussi avec
les travaux de Belhaouchet et al., 2012, qui a étudié « Evaluation of the biomarkers of the
oxidative stress induced by a biopesticide: The Spinosad on an alternate model: Helix
aspersa ». Et nos résultats sont en accord aussi avec les travaux de Wenping et al., 2017, la
concentration de MDA a augmenté apres une exposition au spinosad, qui est largement utilisé
comme indicateur de peroxydation lipidique. Celles-ci les résultats ont indiqué que la
peroxydation lipidique. Nos résultats ont montré que 30 jours de I’exposition de spinosad a
augmenté significativement le taux de MDA dans le cerveau, ce résultat s’accorde avec

I’étude de (Saadi et al., 2018).

En revanche, on observe une amélioration De taux de MDA chez les rats traités par la
mixture de spinosad et 1’ephedra, selon la composition de 1’ephedra (alcaloides,
flavonoides...), les flavonoides constituent la classe la plus étudiée, la propriété antioxydant
des flavonoides la mieux decrite est leur capacité a piéger le radical libre: radical hydroxyle,
I’anion super oxydé et les radicaux peroxydes. Les flavonoides inactivent et stabilisent les

radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle (C3OH) fortement réactif.

Nous pouvons estimer que ce pesticide a un effet sur la formation de MDA et que
I’action anti- oxydant de ephedra, dans I’extrait de 1’ephedra sinica qui présente des teneurs
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élevées en alcaloides et flavonoides agissent d’une maniére neuroprotectrice et normalise ces

effets toxiques, ce résultat s’accorde avec 1’étude de (Bounihi, 2016).
3.3.2. Effets sur le taux de catalase (CAT)

Nous avons constaté dans la présente étude que le taux de la catalase a
significativement diminué chez les rats traites par le spinosad. La catalase (CAT) se distingue
comme l'une des enzymes naturelles les plus efficaces pour catalyser la division de H,O; en
HO et O,; H,0, est I'une des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) impliquées dans les
oxydants le stress (Rubio-Riquelme et al., 2020). La CAT localisée principalement dans le
peroxysome, mais elle se trouve aussi dans le cytoplasme, la CAT permettent ainsi
I’élimination du H,O,. Tout fois catalase semble jouer un réle important en présence de forte
concentration de H,O, (Rouaki, 2016). La catalase est une enzyme de la phase Il qui joue un
réle important dans les mécanismes de désintoxication. Il catalyse la réduction du peroxyde
d'’hydrogéne hors de l'eau et de I'oxygéne moléculaire. d'activité CAT s'explique par des
Iésions cellulaires causées par I'exposition aux contaminants (Belhaouchet et al., 2012). Et
nos résultats sont en accord aussi avec les travaux de Wenping et al., 2017, Dans les cellules
traitées au spinosad, nous avons observé une diminution de I’activitt CAT. Dans des
conditions de stress oxydatif, le ROS a altéré les propriétés chimiques des biomolécules, ce
qui provoque des agressions oxydatives telles que la dénaturation des protéines, la
peroxydation des lipides et l'oxydation des acides nucléiques. Les cellules présentent une
variété de moyens de défense mécanismes pour neutraliser les dommages oxydatifs; ’enzyme
antioxydant de CAT constitue comme la premiere ligne de défense contre les effets toxiques

des radicaux superoxydes.
3.3.3. Effets sur le taux de GPx

En ce qui concerne le taux de GPx au niveau de cerveau, les résultats de la présente
montrent qu’il tend a augmenter chez les rats exposés a spinosad par rapport aux témoins. La
glutathion peroxydase est localisée dans le cytosol, le réticulum endoplasmique et dans la
membrane interne des mitochondries (Guillouty, 2016). La glutathion peroxydase (GPx) est
un important intracellulaire enzyme qui décompose les peroxydes d'hydrogéne (H202) en
eau; et les peroxydes lipidiques a leurs alcools correspondants principalement dans le les
mitochondries et parfois dans le cytosol. L'enzyme joue un réle plus crucial dans I'inhibition
du processus de peroxydation lipidique et protége donc les cellules du stress oxydatif
(Ighodaro, Akinloye, 2017). Et nos résultats sont en accord aussi avec les travaux de Acer et
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al., 2019, il a été observé que le spinosad active la glutathion réductase au niveau cellulaire et

augmentation de l'activité GPx.
3.3.4. Effets sur le taux de GSH

Le glutathion est le composé réducteur soufré le plus abondant dans le compartiment
intracellulaire. Le glutathion génére un radical superoxyde qui doit étre pris en charge par une
SOD, ce qui témoigne, la encore, de l'importance de la coopération entre les différents
systemes de défense anti-radicalaire (Bouaricha, 2013). Le glutathion (GSH) est un
antioxydant endogéne important trouve en concentrations millimolaires dans le cerveau, est
I'un des antioxydants thiol les plus abondants dans les cellules. Beaucoup les maladies
chroniques et liées a I'dge sont associées a une baisse des niveaux cellulaires de GSH ou
altération de l'activité catalytique du glutamate, une enzyme biosynthétique du GSH cystéine
ligase (GCL) (Braidy et al., 2019). Glutathion (GSH), le antioxydant hydrosoluble majeur,
est connu pour protéger les cellules membranes et lipoprotéines de peroxydation, est impliquée
dans de nombreuses fonctions cellulaires, y compris défense antioxydante via une interaction
directe avec les especes réactives de I'oxygene (ROS) ou via les activités des enzymes de
détoxication comme les peroxydases GSH (Petek et Nevin, 2013). Dans notre étude, nous
avons constaté que le taux de GSH tend a diminué chez les rats traites par le spinosad par
rapport aux témoins, et nos résultats sont en accord aussi avec les travaux de Maiza et al.,
2011.

3.3.5. Effets sur le taux de GST

Nos résultats montrent une diminution du taux de GST lors d’une exposition a
I’insecticide spinosad au niveau du cerveau des rats. La glutathion S-transférase (GST) est
une grande famille de genes codant pour des enzymes multifonctionnelles, présentes
principalement dans le cytoplasme. Les GST sont principalement impliqués dans le
métabolisme du stress oxydatif via la conjugaison d'une variété de substrats, tels que les
composés endobiotiques et xénobiotiques pour détoxifier les molécules de piégeage (Ghangal
et al., 2020). La glutathion S-transférase (GST) sont des enzymes de détoxication qui jouent
un réle crucial dans la formation de la résistance aux grandes classes de pesticides et alléles-
produits chimiques (Edosa et al., 2018). Le résultat que nous avons obtenu est cohérent avec
les travaux de Belhaouchet et al., 2012, ou ils ont remarqué une augmentation de l'activité
GST cette augmentation est un réponse au stress oxydatif provoqué par la présence de
Spinosad dans le corps. Le résultat que nous avons obtenu est cohérent aussi avec les travaux
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de Wenping et al., 2017, Dans notre cas, les dommages des radicaux libres de l'actif les sites
des enzymes antioxydants pourraient étre une cause possible du déclin de l'activité des
enzymes de cellules Sf9 traitées au spinosad. La GST est une enzyme clé des systemes de
désintoxication cellulaire, qui est important pour la protection antioxydant et le métabolisme
xenobiotique. Dans la presente etude, I'activité de la GST a été augmentée dans les cellules
Sf9 qui ont été exposés aux deux concentrations de spinosad. La peroxydation lipidique est

considérée comme un indicateur des dommages oxydatifs des composants cellulaires.
3.4. Effets de spinosad et ’ephedra sinica sur la neurotransmission cérébrale

L’exposition chronique aux xénobiotiques a des doses bien détermines est capable de
modifier la fonction du cerveau et perturber 1’apprentissage et la mémorisation de 1’organisme
animal (Gasmi, 2018). D’apres les résultats obtenus de cette étude, 1’exposition des animaux
au pesticide spinosad présente une diminution de taux de I'Ache dans le cerveau par rapport
aux témoins. L'Ache représente un biomarqueur de neurotoxicité habituellement utilisé pour
révéler l'exposition aux produits chimiques comme les organochlorés et le carbamate,
I'inhibition de I'Ache a été frequemment utilisée en toxicologie, pour diagnostiquer certains
contaminants environnementaux tels que le complexe mélanges de polluants, détergents et
métaux lourds. AChE est impliquée dans les systémes de transmission de l'influx nerveux a
travers l'organisation. L'inhibition de I'enzyme par les nombreux neurotoxiques implique une
accumulation de la substance emettrice, l'acétylcholine (Ache), dans I'espace synaptique, qui
maintient de ce fait une transmission permanente du nerf impulsion, conduisant a la mort de
I'individu (Belhaouchet et al., 2012). Dans la maladie d’Alzheimer, les trouble cognitifs sont
associés & une dégradation progressive des fibres cholinergiques a ’origine de 1’hypothése
cholinergique de la MA. Cette maladie produit des altérations dans 1’expression et 1’activité
de la choline-acétyltransférase et de I'acétylcholinestérase (Ache) (Julie J., 2015). Nos
résultats sont en accord avec les travaux de Chaabane et al., 2012, Dans cette étude ’activité
spécifique de 1’acétylcholinestérase est diminuée par le spinosad. Le site cible des divers
insecticides, a action neurotoxique est principalement 1’acétylcholinestérase. Et aussi ces
résultats sont en accord avec les les tavaux de Monteiro et al., 2019, des effets inhibiteurs du
spinosad sur l'activité AChE ont été signalés pour d'autres especes d'insectes et, en tant que
modulateur des récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine, certaines altérations de l'activité
AChE étaient attendues.
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La présente étude a démontré que 1’exposition in vivo au spinosad provoquait une
inhibition de I’Ache dans le cerveau. Des études supplémentaires sont nécessaires pour

comprendre les mécanismes d’inhibition d'Ache par spinosad (Petek et Nevin, 2012).

Les flavonoides des propriétés neurosédatives, antispasmodiques, diurétiques, anti-
cestrogénes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale et ses conséquences telles 1’altération

de la mémoire et la confusion. (Chelli et Zenad, 2018).
3.5. Effets de spinosad et I’ephedra sinica sur le neuro-comportement des animaux

De nombreux rapports de recherche ont montré que 1’exposition au stress a un effet
complexe sur I’apprentissage, I’activité locomotive, la mémoire et le développement mental
(Gasmi, 2018). Apres un mois de traitement (30 jours), on observe une perturbation
comportementale dans les différents parametres neurocomportementaux dans les différents
tests chez les rats exposés au pesticide afin d’évaluer leur activité locomotrice, émotionnelle,
exploratoire, mémorisation et 1’apprentissage. Les résultats du test d’Open-field (OF), test de

sucrose et test de nagé force qui ont montré un changement comportemental.
3.5.1. Test d’open field

Le test en champ ouvert (OFT) est une mesure courante du comportement exploratoire
et de Il'activité générale chez les souris et les rats, ou la qualité et la quantité de l'activité
peuvent étre mesurées. Principalement, le champ ouvert (OF) est une enceinte, généralement
de forme carrée, rectangulaire ou circulaire avec des murs environnants qui empéchent toute
fuite. Le résultat d'intérét le plus fondamental et le plus courant est le «mouvementy,
cependant, cela peut étre influencé par la puissance motrice, la conduite exploratoire, le gel ou
tout autre comportement lié a la peur, la maladie, le temps relatif dans le cycle circadien,
parmi de nombreuses autres variables. La distance parcourue, le temps passé a se déplacer,
I'élevage et le changement d'activité au fil du temps font partie des nombreuses mesures qui

peuvent étre tabulées et rapportées (Todd et al., 2009).

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Acar et al., 2019, Le test d’Open field
(OFT) a été utilisé pour observer la locomotrice activité et comportements anxieux des
animaux. Dans le test OF, nous avons observé une diminution significative de la distance
totale parcourue par les sujets dans tous les groupes subissant un spinosad. Bien que le groupe

de spinosad ait diminué taux de mouvement, nous n'avons pas trouvé ces différences
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significatives. Ces résultats révélent I'effet du spinosad sur l'activité locomotrice. Le test OF

est également un test utilisé pour démontrer comportement anxieux
3.5.2. Test de sucrose

Aprés un mois de traitement, on observe chez les rats traités par le spinosad une
perturbation de consommation d’eau et d’eau sucrés par rapport aux témoins aux témoins. Ce
test est basé sur un paradigme de libre choix entre deux biberns, I'un conttenant de 1’eau,
I’autre une solution de saccharose (ElI Hage, 2012) Nos résultats sont en accord avec les
travaux de Elodie, 2003

En revanche, on observe une amélioration de concentration de consommation d’ecau et

d’eau sucrée a chaque fois qu’on associe I’Ephedra E au pesticide S.
3.5.3. Test de nagé force

Aprés un mois de traitement, on observe chez les rats traités par le spinosad une
diminution du temps de résistance par rapport aux témoins. Le test de nage forcée est validé
comme aux approches expérimentales pour évaluer le potentiel d’efficacité des
antidépresseurs chez les rongeurs. Les animaux de laboratoire sont placés dans une cuive

d’eau et d’évasion liés a des comportements de mobilité est quantifié¢ (Can et al., 2012).

Ces résultats est conforme avec les résultats des travaux (Frih et al., 2010 ; Gardiera et al.,
2001) et aussi I’edude de Bourin et al., 2002, La clonidine potentialise les effets de la
tranylcypromine, de la phénelzine et de deux analogues dans le test de nage forcée chez la
souris. La théorie classique de la dépression des amines biogéniques est basée en partie sur
I'action antidépressive des inhibiteurs de la MAO et des bloqueurs de recapture des
monoamines. Initialement, une carence fonctionnelle en noradrénaline ou en 5-
hydroxytryptamine (5-HT) dans la fente synaptique a été proposée comme base neuronale de
la dépression. Cependant, cette théorie ne parvient pas a expliquer certains aspects
fondamentaux de la dépression, car certains antidépresseurs ne semblent pas augmenter la
concentration synaptique des monoamines. Un nombre croissant de preuves suggere que
I'activité thérapeutique des antidépresseurs peut impliquer une action directe sur plusieurs

systémes récepteurs.

En revanche, on observe une amélioration de temps de résistance chez les rats traités

par la mixture de spinosad et 1’ephedra, parce que 1’ephedra a diminuée la dépression.
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3.6. Effets de spinosad et I’ephedra sinica sur I’histologie cérébrale

L’étude histologique menée sur le cerveau total chez les rats exposés au I’insecticide
spinosad et a I’ephedra sinica a montré des ruptures et des Iésions entre les cellules cérébrales
par rapport au cerveau témoin. Ces ruptures peuvent étre le résultat de la mort cellulaire par

nécrose ou apoptose de mitochondrie-dépendant (Gasmi, 2018).

En ce qui concerne 1’observation histologiques du cerveau total chez le groupe traité par
I’insecticide spinosad, les coupes histologiques montrent une altération structurale des tissus
marqueés par la présence des taches noires qui sont des zones dilatées et comparés au cerveau
témoin. Aussi, on a pu constater un changement morphologique dans la taille de régions
cérébrale comparée au cerveau témoin. Et nos résultats sont en accord aussi avec les travaux
de Guerfaliet al., 2020, de I’é¢tude de sensibilité des souches de champ et de laboratoire de
Ceratitis capitata au malathion et au spinosad en Tunisie. Le cerveau des adultes non traités a
montré la présence des cellules neurosécrétoires et gliales avec chromatine condensée dans les
pars intercerebralis. Pendant le traitement adulte, nous avons remarqué que 1’aspect de

certaines cellules change de la dose utilisée.

Ces changements sont le résultat d’une nécrose, inflammation ou d’une apoptose
cellulaire massive dans le cerveau sous les effets deleteres de ROS produits par les pesticides
(Gasmi, 2018).

3.7. Effets de spinosad et I’ephedra sinica sur les parametres hématologiques

Dans cette ¢étude 1’administration de spinosad par voie orale a une dose de
0.25mg/Kg/j pendant un mois (30 jours) a augmenter significativement la glycémie et
I’élévation de taux de cholestérol et I’urée, avec une normalisation de la glycémie chez le lot
traité par /’ephedra sinica.. Les études longitudinales récentes ont mis en évidence des
associations épidémiologiques entre certains facteurs et la maladie d’Alzheimer (MA),
notamment les facteurs de risque cardiovasculaires, comme 1’hypertension artérielle, le
diabete, les apports nutritionnels, 1’obésité, 1’hyperhomocystéinémie et les dyslipémies. Ils
paraissent tous associes a un risque majoré de survenue de MA incidente, tout
particulierement 1’hypertension artérielle et le diabéte (Thomas et al., 2006 ). La perturbation
de I’homéostasie du cholestérol peut favoriser le développement de la maladie d’Alzheimer
(Nathalie et Noél Octave, 2014). Le cholestérol est essentiel a la croissance et a la

prolifération des cellules. Les cellules de mammiféres normales répondent a leurs besoins en

106



Discussion

cholestérol grace a son absorption ou a sa synthése de novo (Javier et al., 2019).
L’importance du cholestérol et son essentialité pour I’ Homme est examinée Le cholestérol est
transporté au niveau de I’organisme humain par des lipoprotéines (chylomicrons, VLDL, LDL
et HDL). Principalement les LDL, considérées «mauvais cholestérol » transportent le
cholestérol du foie vers les tissus pour leurs besoins; alors que les HDL «bon cholestérol »
ramenent le cholestérol vers le foie pour le recycler. Ainsi, le cholestérol est plutét bon pour
ces différentes fonctions dans I’organisme, et sa carence peut entrainer des dommages
cellulaires, ainsi qu’une réduction de la synthése des hormones comme la testostérone ou
encore la vitamine D. L'hypercholestérolémie devrait étre considérée comme un indicateur
d’un probléme de santé au niveau des cellules, que le corps essaye de surmonter par

mobilisation du cholestérol (Alaoui, 2019).
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Cette ¢étude vise a évaluer la toxicité d’un biopesticide nouvellement introduit en
Algérie, le Spinosad, chez les rats wister. Dans un premier temps consiste sur les effets du
spinosad sur les parametres métabolique et enzymatique de systéme nerveux de rats. Ce
traitement provoque des troubles se manifeste par une perturbation dans le développement des
parametres physiologiques (diminution du poids des rats,). D’un autre c6té, nous avons mis en
évidence la perturbation du métabolisme globale a travers la diminution trés hautement
significative du taux de protéines totales.

En ce qui concerne I'étude des biomarqueurs d'exposition nous avons mis en évidence
une diminution hautement significative du taux du glutathion et une diminution de la GST, et
de I’inhibition de Catalase, augmentation hautement significative de GPx, de méme qu’une
augmentation tres hautement significative du taux de MDA confirmant d’un c6té la toxicité
du biopesticide et de I’autre le déclenchement des systémes de défense de I’organisme. Et un
trouble comportementale.

De plus, nous avons mis en évidence une activité neurotoxique du pesticide a travers
I’inhibition de I’activité Ache. L’étude histothologique a confirmé cette sensibilité de I’espece
vis-a-vis de l’insecticide a travers des atteintes tissulaires observées particuliérement au
niveau de cerveau. D’autre partie de notre travail concerne le réle de sang dans la distribution
du xénobiotique et la répercussion de cette activité sur les parameétres sanguins. Nos résultats
ont mis en évidence une augmentation du taux de glycémie, et cholestérol, urée au niveau de
ces derniers.

Ainsi, le Spinosad est toxique pour la santé et cette toxicité induit des perturbations
Physiologiques et métaboliques. Il apparait donc que méme les pesticides d’origine
biologique semblent étre aussi néfastes pour I’écosysteme que les pesticides de synthése. Ces
grand changement des parametres métaboliques et de stress oxydatif constituent des
indicateurs de la neurotoxicité de spinosad pourront ainsi provoquer 1’apparition des maladies
neurodégénératives comme 1’ Alzheimer...etc.

Notre travail visait aussi & mettre en évidence 1’effet neuroprotecteur de 1’extrait de
ephedra sinica contre cette toxicité et nos résultats ont montré ainsi que le traitement des rats
exposé spinosad pendant 30 jours et par I’extrait ephedra du a raison de 100 mg/Kg/j ; avait
pour effet protecteur de I’extrait sur la fonction neurale. Ces résultats confirment que le
traitement par 1’extrait a pu protéger 1’organisme contre les effets neurotoxique des pesticides

spinosad.
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Perspectives
En vue de compléter notre travail il serait intéressant :

De développer les dosages des biomarqueure (LDH, SOD).

Dosage de butyle estérase.

Dosage de protéine béta-amyloide.

D’¢étudie la toxicité de spinosad au niveau de I’autre organe (foie, rein, poumon).

De réaliser une étude sur la mitochondrie.

YV V. V V V V

Des étudie sur les autres maladies liée a ’exposée de cette pesticide.
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1. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tableau A. Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des protéines.

Tubes 1 2
Solution mere de 1’ Albumine (pl) 0 20
Eau distillé (ul) 100 80
Reactif BBC (ml) 4 4

3 4 5 6
40 60 80 | 100

60 40 20 O
4 4 4 4

5=0,120382 Recamé=882%

C1 = -0, 135857 + 0,0083871 G2

R-carré{apst) = 85,3 %

o8 —

06 —

02 —

Absorbance (5395nm)

o0

I T T T T I

a 10 20 30 40 50 &0

T 1 I I
7o 80 &0 100

Quantité des protéines (ug/ml)

Figure A. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines.

2. Matériels et appareils utilisée
v Eau distillée.
NaCL
TCA (Trichloro acétique).
Acide orthophosphorique (a 85%).
BBC (Bleu Brillant de Coomassie).
Ethanol (a 95%).
Sodium phosphate dibasique.
ASS (Acide sulfosalicylique).

AN N NN

Sodium phosphate monobasique.
Tris.
HC1

AN N N N Y N N N NN

NI NEE NI NEEN

Centrifugeuse (SELECTA).
Balance analytique

Balance de précision (KERN).
Etuve (HERAEUS).
Agitateur magnétique
(WITEG).

Mateériel de dissection.
Centrifugeuse sigma 1-15.
Réfrigérateur.

Bain marie (MEMMERT).

Bain glacée

129




Annexes

v’ Bicarbonates de sodium (COsHNa) v Agitateur Vortex (THERMOS).
v Méthanol absolu. v" Spectrophotomeétre (UV mini
v' EDTA (Acide éthyléne diamine 1240, SHIMADZU).
tétracétique). v Mortier + Pilon (Broyeur
v" DTNB (I’acide 5-5’-dithio-bis-2- manuel).
nitrobénzoique). v' Pissette.
v" Na CL (0.9%) v Verre de montre.
v Chloral hydraté v’ Spatule.
v Formaldéhyde v’ Baromagnétique.
v GSH v Micropipettes (10ul a 5000ul).
v' BHT (Butylated hydroxytoluene) v’ Pipettes graduées.
v CDNB v' Portoirs.
v TBA v Tubes a essai.
v H0O; v Tubes secs en verre et en
v Acétyle choline (Ache) plastique.

v Tubes eppondorf pour les
centrifugeuses sigma.

v Cuves pour la
spectrophotométrie (en
plastique et en quartz).

v’ Papier d'aluminium.

v’ Papier Wattman N° 01.

v’ Becher.

v Erlenmeyers.

v Entonnoirs.

v' Eprouvettes graduées.

3. Préparation du formaldéhyde (10%b)
- Solution mere (36%) 1000ml
- Solution déliée (10%) X

v

} X=277.77

v

Y=1000 - 277.77
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4. Préparation des solutions
Le protocole de préparation des solutions pour dosage des différents parameétres.
% Préparations des tampons phosphate pour homogéneéisations

Nous prenons 4.90 g de Na,HPO, et 1.39g NaH,PO, puis ajoutons les deux réactif dans un
450 ml d’eau distill¢ agitation.

% Préparation des solution des GSH
v Solution Tris (0.4M), EDTA (0.02 M) et pH =9.6

Nous prenons 12.11 g Tris et 1.87 g EDTA puis ajoutons les deux réactifs dans un 250 ml
d’eau distillé et agitation.

v" Solution EDTA (0.02 M)

Nous prenons 5.61 g EDTA puis ajoutons dans un 75 ml d’eau distillé et agitation.
v Solution DTNB (0.01 M)

Dissoudre 200 mg DTNB puis ajoutée dans un 50 ml éthanol et agitation.

v Solution Acide Salicylique (0.25%)

Nous prenons 250 mg acide salicylique puis ajoutons dans un 100 ml d’eau distillé et

agitation.

*

%+ Préparations des solutions des MDA
v' Solution TBS, Tris, NaCl pH=7.4

Nous prenons 8.775 g NaCl puis ajoutons 1L d’eau distillé apres agitation puis 6.06 g Tris et
complétés le volume a 1L par la solution Na Cl et agitation.

v" Solution TCA, BHT

Nous prenons 20 g TCA puis ajoutons 1L d’eau distillé pour obtenir TCA 20% apreés agitation
puis poser 1 g de BHT et complétés le volume a 100 ml par solution TCA 20% et agitation a

chaud.

v Solution HCI (0.6 M)
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Prélever 51.56ml d’HCl et complétés le volume a 1L par 1’eau distillé et agitation.
v" Solution Tris-TBA

Nous prenons 0.78 g Tris puis ajoutons dans un 250 ml d’eau distillé aprés agitation puis

poser 4.32 g TBA complétés le volume a 1L par solution Tris (26 Mm) et agitation.

% Préparations des solutions des GPX
v Solution GSH (0.1)

Nous prenons 6.14 mg GSH puis ajoutons 200 ml d’eau distillé et agitation.
v" Solution TCA (1%)

Nous prenons 1g TCA puis ajoutons dans un 100 ml ED et agitation.
v Solution DTNB (1.0mM)

Nous prenons 100 mg DTNB puis ajoutons dans un 250 ml méthanol absolu et agitation.
v" Solution H,0;

Prélever 13 ul H,O, puis ajouton 1L ED.

*

% Préparations des solutions des GST
v Solution CDNB (0.02 M)

Nous prenons 202.55 mg CDNB puis ajoutons 50 ml éthanol absolu et agitation.
v Solution GSH (0.1M)
Nous prenons 153.65mg GSH puis ajoutons 50 ml ED et agitation.

v' Préparations des solutions des CAT
v Solution TP (0.1 M) pH=7.4

Solution A ; Nous prenons 3.12g NaH,PO, puis ajoutons 100 ml ED et agitation.
Solution B ; Nous prenons 7.16g Na,HPO, puis ajoutons 100 ml ED et agitation.
Mélanger ; 16 ml de solution (A) avec 84 ml de solution (B).

v" Solution H,0,
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Prélever 30 ul H,0, puis ajoutée 1 ml ED

% Préparations des solutions des protéines
v Solution BBC

50 mg BBC puis ajoutée 25ml éthanol agitation pendant deux heures + 50ml acide ortho
phosphorique + 425ml ED.

7

¢ Préparations des solutions de ’Ach
v Solution DTNB, Nous prenons 20 mg DTNB puis ajoutons 7.5 mg de COzHNa
(Bicarbonates de sodium), puis 5ml tampon tris.

v Tampon tris (0.1, PH=7) :

0.69 tris 50ml ED ‘

v" Solution de 1’Ache :

94.4mg 04ml ED ‘

5. Equations

Sucrose preference =V (sucrose solution) / [V (sucrose solution) + V (water)] x 100%
Convection entre g et rpm: RCF (g) =1.118.105™. r. (rpm)?
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	De récentes études épidémiologiques suggèrent que les pesticides pourraient contribuer au développement de maladies neurodégénératives, comme les maladies de Parkinson et d’Alzheimer. Au sein de la famille des pesticides, les insecticides sont souvent...
	Dans cette présente étude, nous  sommes intéressés, à priori à la mise en évidence d’un éventuel effet neurotoxique sur le cerveau total chez les rats exposés à des petites doses plus réalistes possibles du spinosad (S), et à l’intérêt de la préventio...
	-Javier G,Lou B, Erol C, Yihui S, Konnor L, Rohiverth G et al (2019) Squalene accumulation in cholesterol auxotrophic lymphomas prevents oxidative cell death. Nature volume 567, pages118–122
	-Todd D. Gould T, Dao D, Kovacsics C (2009) The Open Field Test. Mood and Anxiety Related Phenotypes in Mice pp 1-20. https://doi.org/10.1007/978-1-60761-303-9_1



